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RECONOCIMIENTO $XEl, PROKLEMA DE LAS MICOTOXINAS 
. . 
Tal como lo seilda uao de 10s documantos elaborados en fa Confe- 
r encia Mivta FAO/OM/PNUMA* sobr e ~ ico tor inas  redizada en Nairobi 
(Kenya) en septiembre de 1977, s i  bien hace muchos siglos que se conocen 
las alteraciones del sabor y la c a d a d  de 10s alirrientos debido a la  presen - 
cia de mohos, transcurrid mucho tiemgo para que se reconocieran amplia- 
mente 10s posibles efectos t6dcos de la ingestidn de productos mohosos. 
Existen antecedentes bastante remotoe de enfermedades producidas 
por la ingestidn de alimentos enmohecidos. Una de ellas, el  ergotismo, de- 
bid0 al  consumo de centeno contaminado por Claviceps purpurea, ha apare- 
cido en Europa y el Lejano Oriente desde la Edad Media hasta principios 
del presente siglo, causando en algunos casos numerosas muertes. ' 
' Los metabolitos tdxicos del hongo responsable del ergotismo fueron indenti- 
ficados como alcaloides en 1875. 
Entre 1941 y 1947 se produjo en ciertas regiones de Rusia una gra- 
ve epidemia de otra enfermedad denominada leucopenia tdxica alimentaria. 
(alimentary toxic aleukia: ATA). En este caso la causa fu6 la ingestidn de 
cereales, especialmente mijo y trigo, que habran permanecido en el campo 
durante el invierno y habfan rido canWrnbados por hongos del genero Fuaa- 
rium. -Las informacione s indicaron que en algunae comunidades sa produj~ 
la defuncidn del 10% de la pobtacidn a cauraa de esta enfermedad. 
A pesar de que los cientaicos wsoa escribieron mucho sobre la 
*: 
* Prograrna de las Naciones Unidas para el medio ambiente. 
nia t6xica alimentaria y la  identificacidn de 10s hongos responsables, en 
9 - 
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general nd' despextaron la atenci6n acerca de las posibles consecuencias 
PI.. - .. 
s6'bre la salud que podrran derivar de la  presencia de estos y otros hongos 
en los alimentos. A comienzos de la ddcada de 1960 una co'mbinacidn de 
circunstancias hizo cambiar la  actitud adoptada frente a 10s mohos en 10s 
alimentos humanoa y animales. En sse af50 se  produjo en Inglaterra una 
.e 
' 4  
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1 
enfermedad que afectd a las aves de corral, especialrnente pavos, causan - '.I 
- .'.; bnJ ] I I I b do la muerte de millares de estos animales. Por su etiologra desconocida r 
* '  
se la denomind originalmente "enfermcdad X de 10s pavos" (turkey X disea - 
se), per0 a1 poco tiempo se produjeron otros brotes sirnilares que afecta - 
ron a patos y faisanes. Estudiando la incidencia de esta enfermedad en di - 
ih . i -  
versas zonas del Reino Unido se encontrd que el  factor c o m b  en la ali- 
I I 
rnentacidn de 10s animales afectados era harina de mdproveniknte de 
. 
2 Brasil . Muestras de este componente ae analizaron para detect& com- 
pue stos tdxicos o presencia de plantas venenosas sin resultados satisfac- 
b 
torios, pero se observd la presencia de hitas e/ rnds del20% de 10s tro- 
. I . '  . d  . 
r &. - 1 w . I 
zos de manl'de las mueatras que habfkn o tdxicas. Este fu8 el 
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primer indicio que llevd a sugerir la presenda de una t o m a  de origen 
fungal en la harina de mad3, si bien no fu6 posible aislar ningh hongo 
- +  . 
a partir de esas hifas que evidentemente estaban muertas. , , 
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' Por la misma Bpoca se tuvo noticia de otros brotes de enfermedad 
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. - p . en cerdos y ganado vacuno, aparantemente cauaados por 'un factor t6xico 
. . .  
. . .' . :*F- 5-4 
,:. . ' .  , , .  \zj. 2.:: i $> .$+..: 
- 
.* 1 ,!- """ I '  
. . . . 
I ,  - ' 
. r 
' I .,:; (. .., : , ,:: - 1  , 
'"s:. , . . . - I . 
. .; - ~. 
- 
. . 
k . '  . - 
. . .  
,. . 
' . 5 . .  -'TI ' .  . _ i- 
, - i s  ' .:, ), , ., I .  4,. 
G 
, -,-I +-! 
. , .  -.$- A%= 
en la  dieta que tambib contenfa h de m.anfes br asilefio s. Pr eparando 
raciones con esta harina se l0gr6 reproducir el sindrome t6xico en patos 
jd~enes que resultaron ser la especie mis  sensible de las que se probaron 
:. . L-:;- '$4 ,y 
en el  laboratorio. Esto fu6 la base dc un metodo biol6gico que r e s a d  $&-'h 
i 
p#a detectar la  presencia de la t& adn no identificada en 3ias prime- 
ras etapaa de la  investigacidn de eete problema, que concitd de inmediato 
' el Cnter6s de 10s cient3Ticos de diferestes partes del mundo. 
Pronto se confirm6 que el problema no estaba confinado a un ihea 
geografica determinada, ya que mdestras da manf de diferentes orfgenes 
que fueron analizadas tambien resataron t6xicas para 10s patos. 
Se empezd a trabajar intensivamente en el aislamiento e identifica- 
cidn de la toxina. En base a las sugerencias de ~ustwick3 acerca del pro- 
bable origen fhgico de la misma, Sargeant y co14. comenzaron a aislar 
hongos y analizar extractos de lo8 cultivos y asi' obtuvieron, a partir de 
manfes provenientes de Uganda, la primera cepa productora de la toxina, 
que fue identificada corno Aspergillus flavus Link ex ~ r i e s ~ .  De 10s extrac - 
tos se pudieron aislar, en principio, dos tipos de componentes t6xicos que 
fueron denominados aflatoxinas B'y G. Mbs tarde se determind que cada 
una de estas fracciones constaba de dos componentes que se reconocieron 
como aflatoxinas B1, B2 GI y G2. Su estructura qufmica fu6 determinada 
6 en el Massachusetts Institute of Technology . 
El aliciente para estos trabajos y 10s que siguieron fu6 e l  hallaego 
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fie LAS AFLATOXINAS . 
. - '  
La denorninaoi6-a aflatoxina; 9s un. tgrrnbo generic0 que se refiere a 
uno o mbs de 10s cuatro rnetabolitoa?:~rinqipal,es producidos por ciertas ce- 
"- 
pas de hongos del grupo AspepgiLfu? flawus. Se trata de 1as aflatorinas Dl, 
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_- Propiedades qurmicas y ffsicae de las aflatoxinas 
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Ademd~ da las cuatro a£latdi.Jas qug s aparecen comdnmente en 
alimentos. se conocen hasta el mqmsnto -- diociseis compueatos relacion 
do., algunos de b s  cuales @or ~Jemplo las atlatoxinas q y  P1), son me 
- 
> 
bolitos de la aflatoxina B1 encoatrados en tajidos y flufdos bioldgicos de - & 
L a :  
- - - I  - diitintas especies animales y btrtra'han dido aiskdos de cultiws de Asper- #ti 
I 
gillus flavus sobre diferentes surkatos. Son compuestos heterocIclicos 
(djsuranocumarinas), cuyas estrus@~ras -. e pueden obssrvar en la Figpra 1. 
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Las aflatoxinas son soluble& en solvmtts moderadamente p o k e s .  1 
I tales como metanol, clorof ormo y acetona, pcro son prscticamente inso- %z 
l d l e s  en solventes no-polare.; pgrno he-o y 6ter de potx6leo. No son 
9-- 2-2 
->*I ..- - salubles en agua. 
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La propiedad m6s ildporbte 0s k fnt=nsa fluorescencia que preeen- 
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cidn po*.hongos producto&ee de &l&~&nar, .. . El Aapeigillus flavus Be d 
- - 
cusatr a univer skknente distci~3&iwG d m & ~  ambiente y sn todo e l  mun - 
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do ss han sefIalado aJime@$os hu&s y animPles contarninados par 
- I >  , 
ta&zzas. Algunos de b e  i m ~ ~ & e s  .-$- dtm%nros , vegetdes,de con~ttme + 
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cktidades consideiables de prq$eCnas -- y 
son susceptibles a la contaminaci6n.p$ & t ~ x i w .  De todas las plan 1 
se cultivan en el mundo para h obten*&n de aliment08 ypiensoe, el 
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-i pkei$n. ED algunw muestras det -f y i.seoncenhaci6n de afiat&a$-~% 
B1 ha llegado a ser da varios mihe de p g / ~ g l ' ,  vdor sumamento el+-+ * .,q:,-= 
do e i  se tiene en cuenta que 10s n'iw1es madmos permitidas en la mayorfa2 
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lee&& y dmacensmi&to del &&$kk& - >?-.= +r : &e?eneia,d& 2 depends . ; -' 
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en van medida de la tdrnperatu&-~&~-~aie& - - 7  xelgiva, +,- el continido da hu- 
a - 
medad del sustrato, 1T madu?:& do 4 oomi* y la a.=oes*bilidad ds ba espo- - 
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rza $&$ales a iravds d6 la cubiufn proteFt& d. la: ssroi)la o legumbrs. 
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. Lop ~ i v $ l e s  mds altos y b mapr Incldcneia de contas~hci6n  se regist-an 
1 --. --- - '.: 
-*-' 
- - -  , -4 
*: - 4 
e 
t 
%w U. regiones tropicales y subtL~gdcbL$, .+ride las cundicionee ambidn- 
' >- 
- -4 + .  ~ o n  la. bptimae para el dcsarzbllo d& l o ~  hofigoe todcogdnicos, p r o  
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= tambida se han encontrado aRatcu&p~~ en ali&entcle pro(tucidoe en aonab tern --. 3 - 
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Aspectos sanitarios y toxicol6gico~ 
a) Efectos nocivba de las aflatoxinas ssbre diversas especies animales. 
Numero sas inve-s tigacioaas que se han llevado a cabo con aflatoxi- 
m e  purificadas han demostrado su acci6n como agentes tbxicos para varios 
aistemas bioldgicos, inclui'das va;rias especies da mamBeros, aves y peces. 
Estos efectos en lor marnaeros se -manifisstan principalrnente en el hi'gado. 
1 .  
<.. 
Ip . --. 
- - (  La susceptibilidad a 10s efehto~ t6xicos0de las aflatarinae varfa 
cozisiderablernente con la sdad (bs pldmdee jdvenes son mdn susceptib1e a), 
e l  s-o (las hembras son mbs sedatfsntes que 10s machos), el estado nutri- 
cional y, fundamentdlmente, con.1a especie, &as dif erencias en las respues- 
tas a Jas aflatoxinas en diferenteer -$malee se atribuyen a su metaWsmo . 
dif er encial. 
respueeta t k i c a  
_ -. la durkcibn de la exposici6n a1 ti5xiso, existiendo w a  toxicidad agtda que pue - 
. :n 
- 3 
de -9vQcar la muerte por ingesti6z-b 48 wra dssf a e levaa  y una toxicidad . 3 
. 1  
. I 
A . z  
,- - 
cr6nica capaz de causar daflos histoi6&oos car&teri'sticos con dosis peque- . . . , 
-- I 3 fias adkninistradas repetidamente. - :y . - 
. . 
-1 
Las muertes de paws, patitoe y otras qves qm llevaron dl descu- 
U 
brimiento de las &atoxinas como agenteta cawantes atestiguan la  toxicidad 
aguda de estas mic&inas para las oitadas s~pecies. El modo de acci6n de 
las aflatoxinas en su fase apda y subaguda ha sido extenswente estudiado. 
Clifford y ~ e e s l '  encontraron una inhibici6n de in' incorporaci6n de amino- 
Scidos a las protefhas, trabajando "in vitro" con homogenatoe de hfgadors de 
rata y demostrar on q a  la aMatoxiaa B1 se une a1 DNA, uni6n que tambi6n 
ee observd "in vivo", utilizando aflatoxinaa marcadas. De esta forma se ' 
-be la sfnteeis del RNA mensaje.ro, al inhibir la aceidrr de la RNA pdi- 
merasa depeadiente del DNA. Lo que ee observa es una marcada disminu- 
- 
cidn de la srntesis de protellnas, la c u d  serfa reeponsable de la necrosis he- 
\ 
pbtica. 
Respecto de la toxicidad cr8picas como ya se ha eeiialado, la expo- 
>. 
sici6n a dosis subletales durante un per3MB prolongado induce tumores-bed- 
ticos malignos en varias especies a&lhx%bs 13-16. Las primer as inve stiga- 
ciones r d i z a d a s  sobr e la  harina ds h w d  cataminada revelaron que la8 ra- 
tas alimentadas con dietas conteqiesda .Jlatox3nas desarrollaron t&nores ma- 
*-. - c 
- " .  
lignos t n  tin perfodb de seis mese&'h -. L I Wwhha "wco iristt es otra especie 
, - 
- .  
particularmente sensible a 10s e f e w  car chog6bicos de la aflatoxina Bl. 
Estutlios de la relaci6n edtre dusis yq@spuesta~a k afLat+a -- han demos- 
trado que la potencia ae induccidn ddd8acer rdativa o otros cascin6genos 
-. 
P 
es sofpendente. Coa dosis de 0,Z 1-0 que represents una ingesti6n 
total de 100 . t o d q  las ratas de I& tote t e d a  turnores en el hfsdo luego P 
de 476 dlas. Esto fuL lo que prwocd @ap alarma respecto del peligro poten - .  
cial para la  salud hukana que puede sepiesentik la presencia de estas sus- 
. 
t ac ia s  en 10s alimentos, cuesti6n que habsta el presente no ha sido totalmen - 
te dilucidada. 
& -  
Si bien 10s episodios de t d c Q W  aguda debidos a las aflatoxinas 
pueden ocasionar firdidas econdmisa~ p ~ r  la muerte de pan cantidad de a- 
nimdes, 10s efectos de l& ingesti^b9 & cptidades que no prodwen s3ktornas 
= p-z' 
patol6gicos agudos dap lrgar tambidn i p6rdidas considerables. C& los 1L &s <: 
&kales son alimentados con forrajes contaminados en menor g ~ a &  ii q <ei% &--+ @-- 
- * & % -  
=.,- ,**: 
- -- dectados en diversas foxmas. Por ej44uq31b, ios cerdos, novilbio. y tcmegas i 
f-; - y P"
alhehtados con dietas pue contisn~afhtarlgas acusan diferentiia s i d z -  - . 
c a t i w  de aumento de peso, rendirn5enb - del forraje y peso z- de 10s drganos 
rm coqnparaci6n con animdes alimSk@ciqo crm ilietas exoptas de aflatoxinasl . 
4 
Vacas lecheras d imentawT eon cantidades de aflatodnss desde 
rnoderadas hasta altas ercretan 6n %a le& canudades detectable8 de un me- 
tabolito de la aflatoxina B1, kt Pfla~odna MI, que ha re  sultado s er  igua3m~tn- . . : 
z- - 
.& 
3% 
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son tos mds s e n s i w  a sus eft@- t&@&.oe., 4 - 'W c~ncentracidn de ~ 5 t a  eus- 
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.,%?.$a,&a'en la  leche depend. d e . k  ~a.&&4~de a#l&odn@ ingryida.y dcl tiem- 
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j pdtrr&eurrido entre la ingastitk y q&-ord&d. 
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, d Entrs las aves, 10s pollos sop &$a reaidtentee qus 10s pato. o los 
i 
paw&, psto algunaa rawts son men60 ~e uia ten.tee que owas. 
EsMios experimentales h b  & ~ o s t ~ i d o  que-km datoatinas pueden 
acumularae en ciertos drganoe y tej iNi der lor ani-s que las ingiezen , 
7 
loe cuales podrfan repzesen- u r a  el cons-idor, pel 
.PC + 
ro hast+ el presente no se ti& nots,$&s .X .?- ds la.mesencia de afiatoxinas en 
muestras de tejidos, 6rganos o mbrcl?iQL de ~ c u n o s  o,porcinoi, ni de car- 
.$- . 
L .  
ne de pollo o huews, tomadas en melrsl~abo. 
> .  .:-.s *-- 
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3- La ingestibn ,de afla 
r i o l ,  como aer una hiperaens &-&wemaas e- - . . .  . -. de s . ' E n t r ~  
. r 
I 
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=-tap & c a n d i ~ r i s ,  la 
han b;ento@krado ef*eclxs inmunqs la@ o&a@ en eatudicr~+ 
. .5 -* y 
n r i  250 fig de 
- * I  
Qd a las enfermadades infecciosas pu6dan ser,comcyencia'de dirnentos - 
. . 
P c ~ m b a d o s  par aflatodnas y qui%&~. , T -- q s ~ ~ Q .  &ausa . . pripcipa de lae p6&i 
-. t 
d - -  - - 
&s acan6micas que b s  aflatoxbs oca@on;~z en & pr~ducci6n pecumia. 
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b) Las aflatoxinas coma un p&gro pciteacial p e a  la s a w &  hunana - :-.Ti -. 
--- - - . - 
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Hay ciartas evidencias de qol1~30. 'sere. humanoe se cisrtas &reass 
dsl mu& donde la8 condiciones clixi@i&czae r y er tigo de dmentaci6n son 
3 .  
propidus tambidn ingiaren cmtidpdes @P@-LFicativa~ de @ s t a s  todnas. Sin 
embargo, con el estado achd de 1013 ~ V i r n i a n t c h  sobrc e l  tema, no s s  
- 4 %  
posibU at511 dstsrminar exactamtm~e-lul+~i~go? para la ealud humaha que 
puedan derivar de e ste tipo de contadnagi6n T-da no se ha e shbleddo . 
. . 
. . 
- - 
en qub extensidn el hori%bre e& l expyseto 4. n k s  dfktorinae, ni ia form& -en . . - .- '-L. + 2 z ~ , 2 s  < <  
% - -- . .%I <= 
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2.3 
que responde a su acci6n La maprh . -de - h t o s  disponible s sobre- &&? -. - .# 
. . 3 - - 
t d c o s i s  provienen del campo de la q&&jc:ina veterinsria o resultan 
estudbs exprimexitales acerca da k iaxfcidad & 10s matabolitos 
- ,  
para diversas especies de animales. Elftenofimi:into rc-ercg; de otrw mico- 
toxinas ee todada mucho m5s incaple&z. b s  estudios realizsrdos indican 
que a1 potsncial de las micotoxbas &pu - ,  ~cmp\iestos t6xicoi es considera- 
, - 
ble y es muy probable que futures i nv~$a@ones  . - mis especiricas establas- . 
:' 
- 
can UM funci6n carad de las m i c o t ~ ; ' ~ n  ciskas entarmedades &el born- . 
-. 'i 
- 
. - 
1 L 
- %  
-- <.- 
P J 
- - ,  
en relacidn con 10s datos toxicol6gictor ~ u e  e  coaoc poi eshtdios con a- ; 
-? 
-kimales de laboratorio. La variada aaturalesa - .  de la *eta humana, las 
- 
- -\ . , "%- 
- bablk interacciones con otros factmes ambientales y .la fqlta, por el mo- 
. - 
L -
*=, p:& , 
.*.- -, 
. nteaw, @e datos epidemiolbgicos sighificativos. se connb-inan para hacer de 
. -a 
c 
-"- dsta w a  tarea bastaate diffcil. . 
- 
Respecto de las posibler intdcaeiorres agudaa em el  hombre hay 
- muy poco. datos, pero exidte informaei6n sobre aparenes aflatoxicosis, 
cuya manifeatacidn pxirnaria son dwdones  agudas del hrgado. En uno de 
lo. citados documentosl se mencionsn 10s siguientes caaps: 
t -  
En el  otofio de 1 974 hvo lugw uns epidemb de hepatitis mortal 
- 
- 
en varias aldeas del oeste de la In&., q.e afectd a casi 400 individuos de 
- los cudles perecid un 20%. Se psodyjwoa dos &mos de mortalidad, uno - .  - d  
eatre enfermas de 5 a 1 5 af%os de @a& y el otro entre 10s de rds  de 30 &os. 
El mqz, que constituye uno de los component , . incipales de la aliinerka- 
i ' Y== .q 
-. L 
cibn, estaba fuertemente contamin6 -con aflatc,adnas, en concentraciones 
. L 
que iban desde 0.25 m g / ~ ~  hasta 15.6 m g / ~ ~  (promedio 6.0 mg/~g) .  La - - 
epidemia se inici6 en octubre, dEespds de la cosscha de mafz, alcanzd un - 
- 
maxim0 en noviembre y diciembre y &clinb en enero, cuando acabaron las 
- 
.. , exietencias de mafz. 
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gtu cuastione., pmde afidirrnSk- i+$d*ly j - - - -  < - -  (c >- 
I?- ,: -- - I 
*&a w pr~blernq d. .dud mB:&:@r-h .--- - -  - - @ud proco9, par r-nes dc 
,_  5- ,.. 
prdbncia, aplic ar &&dare pr&d@+@ ., _ . ,itWwiz T sihq&~%xxno L 4e afb- . 
- >  - 
f-s a Iaa p o ~ ~ i ~ e ~  COLS#~&-~+ ,_ loc.~a. 1~ 4 
- ,le- 
g . --' 
# 
4 % &  , ,,:- :* 
mas econ6micos relacrionados con 3a conta~m5naci6n de &msntos y piensos , - 
?Ox *toxin~ C mas + . - de ~~1 re  
?- . y& W-J; 7.5, Y.? 3%: > = & 
os productos nacionales , . importados. Se han estableci* 
2 -&&bT - : < %$ -<.'?j 
.A,.. : & ~ p - a e &  ,". . . "- .- ., : - U .  , 
Kmites de tolerancia para las aflat*as -. diverbos ~woductos s jetos al- 
'f 
. ; - - :-$+:* " FO.7,. ', 
c&i$=di'o i?nternacional, e specialnie*~& r edes y nehillas de oleaginosas. 
Recientsmente Estados Unidos y C 4  ban rmhazado cargamentos de ce- 
reate3 por tener niveles de 
.. . 
4 -. . 
20 
-scrrptables en 10s amentos  data da -1 966, cuando el  Grupo Asesor sobre 
s 
Rotefias (v) intga+dopor m'ambros de ,FA0 y OMS estableci6 un va- 
- -+ b-q = ." Lg .= %T- v , - 4  - . -., - 
h l Y  " " n...*e a% p:&fz r,yz&?!+L 
lor d e l 3 0 j l g / ~ ~  para manres empleado. an la obtenci6n da suplementos 
proteicos destinados a ciertas dreas esn p 
--' r. , 
' & i f  . 
nivel garecid demasiado alto a 10s de la FDA, que posteriorme ?- 
te recomendaron un valor mdximo de 20 g / ~ g  en 10s programas de cod- P 
trol a partir de las cps - echas . , ,de - 1969. &@$menta, . v diecioch~ = . _  pdses  , entre 
-- 
. _ -  - 
- - _  -. / 
. -. 
3 i 
.- . 
- 
- - 
a- 
*< : .z<> - 
10s que se cuentan Estados Unido~ . c anadd. ~olanda. &mania, Jap6n, 
-F @ k+; 
Italia, Francia, Brasil, etc., tienen una'r tacibn, o bien directivas 
que p+&t~t iban  10s l h i t e s  mdximos a ~ s i b l e s  de aflatoxinas en alimentos 
9- 
-21 4 m6s ftecuentd sa el m a d  y su. tpzb. he pzees&&o '4atue se deetlnan a la 3-7 
I -' 
-&- - -: 
, Jknantaci6n animd, b8- nivel4 a@$tida@' v a d i  de'un pars a otro, pot -=- 
.: 
qiemplo en Dinrmarca la tole&sc@ es  "car& (el dimento debe estfr libre 4 
- ii aflatoxinas). Da hccho, e l  l&& infedor ds la coasmtraci6n de aflatoxi-. 
rur. depende da la ~ensibiHda4 &~fmbfodo d f i i c o  uficiaknente adoptado, 
que generalments as de 5pg/&g. En Inghterxa se acepta como g d a  50 
- .   
P / K ~  para prbductos qde 8s wrtsn, d~stkradw r la alimentacit$n mi- . 
mal; $as t o l e r d a s  para alimsn@s destinados a caprum0 humano e s t h  
adn sometidas a discusida . 
En base a las ihformacit&* - qtf% se  p~aeea~hasta  el momento acm- I 
:- r - 
7 - 
cs de la incidencia de las a f l i b r ~ ~ ~ ,  - - A  $, pusds decixse gue (Sstae constituyep +: - - 
1 .  
- - - 
< . , 
- - 
d. 
La c&ntaminacibn con eto . jdna~1 . - %  puede prabucirse duraate e l  d- j 
- 2 .  . d - s 2 - - a 
kvo, la +ecolecci6n, el  a&na&i&cnto o *l truuporte-de loe productos 
- 
> agrfeolas. Las medidas ~ s v a n d + m  pwdsn aplicaxse mi diferentes p u b s  .- - a C 
- - 
-. -- - 
,' 
d. 
7- 
- .  
. - &?e la producd6n, comerci+Hsa&F_$kxZ li ekhk%aci&n y di~tribuci6n y reqxziekFn:yj 
e l  canocimiento de lo% fac-eq que. -d8 uua u o a r  forma, pteden infhrir . - 

. ,gC$- \. ,'i 7, 
atmbsfera, que deterrnina el coatenida de humedad'del prdd~cto a ma 
temperatura dab .  La humedad en equilibrio'a una dada RH depende a 
: '. 
su vee de la cornposicidn qufmica d*l sustrato. Por lo tanto, en cada pro_ 
ducto es diferente la humedad relativa que determina el  nivel cri'tico de 
I I -  
;3 :. 
25.' 
humedad para el  desarrollo de hoagos. El secado de 10s productos poc 
debdo de ese nivel crfiico es fundamental si se desea evitar la prolifs- 
racidn de hongos despu6s de la cosecha. Esta es una etapa clave en cuan- 
to a la prevenci6n del problema. k demora en secar 10s frutos hasta ni- 
velee de humedad inocms puede incrementar notablemente el  riesgo de 
contaminacidn por aflatoxinas, sobre todo en el  caso de productos como 
el mad, que por haber estado ea contact0 con la tierra pueden esear con- 
tarninados por Aspergillus flaws. Cuando se lo cosecha, el  manf tiene 
un contenido de humedad de aproxirnadamente 35-4070. En esta etapa sus 
tejidos son fisioldgicamente activos y 10s hongos saprbfitos no desarrollan 
en este medio. A medida que disminuye la humedad cesa la actividad f i -  
sioldgica de las sernillas y, a un contenido de humedad de 20-2570, se tor - 
naa mucho mis  vulnerablee a1 ataque de 10s hongos. En condiciones arn- 
biepltales favorables 10s frutos pierden hunedad fscilmente hasta niwles 
bajos (8- 9%). Si esto suoede en 3 6 4 dfas es poco probable el desarrol l~ 
de hongos y la formacidn de toxinas. Si el; manf s e cosecha en Bpocas 
de mucha humedad el secado tieae que prolongarse tanto que resulta ine- 
vitable su contaminacidn por mohos. Exiclten diversos mdtodos de secado 
que permiten acelerar la pdrdida de humedad y evitar la proliferacibn fh- 
gic+ El secado artificial serfa aconsejable en ciertas regiones de climas 
m u y  ht$medos, per0 todavra no tiene aplicacibn masiva, dado sus elevados 
costos. 
Durante la etapa de almacenamiento, sobre todo si se efectda a gra- 
nel, es fundamental mantener las cosechaa en perfectas condiciom s de hi- 
giene y no permitir que se rehumedezcan. En lo posible conviene mante- 
ner las estructuras de alkacenamiento secas y a temperatura y RH cans- 
tantes. Los gradientes tdrmicos en el interior de 10s lotes de granos dl- 
macenados causan la acumulaci6n de la humedad y su condensaci6n en c i e r  
tas zonas en las cuales se produce enmohecimiento. En el caso de pro- 
ductos como el mar, se ha observado que unos pocos granos con muy al- 
ta concentracidn de aflatoxinas a1 mezclarse con el  resto pueden hacer que 
to& el lote r esulte peligro sarnente contaminado. En esta etapa tambidn 
es conveniente el control de insectos, que pueden depositar esporas sobre 
10s granos y, por otra parte, contribuyen a elevar 10s niveles de hume- 
- Identicas consideraciones tienen lugar respecto de la etapa del txans -
porte de 10s productos agrfcolas, que puede tener lugar antes o despuds 
de su almacenamiento. Algunos productos que se recolectan en zonas tro- 
picales se transportan a granel en embarcaciones a las plantas elaborado- 
-- +-*=" 
ras. Si el viaje es prolongado y se realiza en condiciones de humedi i e  
temperatura elevadas puede tener lugar e l  crecimiento de hongos y la pro- 
duccidn de toxinas. 
En 10s dltimos afios se ha tratado de coatrolar la prolif eracidn de 
hongos en 10s cereales mediante el empleo de fungicidas, pero en este 
caso el  peligro reside en la presencia de residuos t6xicos. A pesar de 
b s  numerosas investigacione s realiaadas , a1 parecer ningdn tratamiento 
ha dado buenos resultados cuando se lo ha aplicado en gran es.cala. 
TambiBn existen mBtodos de detoxificacidn para eliminar aflatwi - 
nas de ciertos alimentos, especialmente semillas de oleaginosas y sus ha - 
rings., Estos mBtodos pueden ser ffaicos (separacidn manual o electrdnica 
> 
de granos ddlados , d=scoloridorl, etc), qufmicos (empleo de agentes oxi- 
#Y- $' 1-ru dantes o extracci6n de las toxinas con solventes) o bioldgicos (degradacdn 
de aflatoxinas por microorganism.os). Ninguno de 10s procedimientos des- 
criptos para la de td icac idn  de productos contaminados ha sido comple- 
tamente satisfactorio para su aplicacidn industrial. Se e s t b  realizando 
investigaciones en tal sentido, per0 cualquier procedimiento para ser a- 
ceptado, ademds de eliminar las t d n a s  presktes,  debe mantener el va- 
lor nutritive del aliment0 y no alterar sus cualidades organol8pticas. por 
eso se insiste en las medidas de prevenci6n, para evitar en lo posible 
la necesidad de detoxificacidn, consideraedo qm 10s alimentos suscepti- 
b l e ~  de contaminacidn (cereales, coco, mant', soja, etc. ) son prornisorias L - 
-d 4%- 
-- , . AL ;*? , 
fuentes de prokethas, que en un futuro no muy lejano serd necesar30 ubli- 
sar para suplementar la diets de nran parte de la  poblaci6n mundial. 
w 
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Control por medios gen6ticoe: bfisqueda - .  
I I* 
reeistentes a la contiminaci6n por aflatoxinas a -&I - 
- I 
- .  
'," - 
En 10s blHmo s airos se ha comeneado a investigar un posible m6to Xi'' 
- L f i  
- .L 
. q. 4- 
do de control del problem de la. af la tq~nas  que consiste en la  bbsqueda& f I-,- - 
t . -3-  4 
de variedades de semilas resis-tes a este tip0 de contaminacibn. L- '- - I 
C d  , 
- , -  
- :-,i ;;&%; 
1 - ,  -- 
*l ;* 
Es sabido que mediante la seleccidn en masa de colecciones de :cg ih' . 
germoplasma de variedades de cereale s y legurnbr es, pueden idenfificar- 
se razas de plantas resistented a1 ataque de un hongo determinado. 
. I '  
r . Respecto de la8 aflatdnas,  la resistencia putde ser de dos c k -  
* .I7 - r .  sea: Il, tl 
. .  , I  
. J  
a) resistencia de la semilla al ataque de 10s hongos toxicog6nicos .J - 1  
C' 
b) inhibici6n de la producci6n de aflatoxinas por 10s hongos que d i % ~  
infectan el grano, b . ' .  
. C - -  
CC I 
> - 
..d . : , 9 , - y  
- - ' 
111 ' I . Y -  . , -- ,; - .<;ST kl;brl' 
. ,  
' .. Para quc esulte de utilidad prictica, la resistencia debe ir acom- 
I !. L 1 -  Ff .-> 
1 4 I i- ., 
paiiada de buenas caracterZsticas agrfcoks de las pkntas y tambi6n man_ I I;- 
tlener el valor nutritivo del producto. 
-. 
.-I 1 ' ! 4  .& {= . A-.%q I : 
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. . Existen algunos antecedentes dl respecto: . . 
- , ,  
. - -  
I .- 
Goldblatt y co12 I . informaron que la semilla de algod6n que posee I -i -- 
- 
cubierta impermeable (denominada "hard seed") tiene menor tendencia a 
permitir e l  crecimiento de A e h r g a s  fhvus  y l a  producci6n de aflatoxi- 
nas que aquellas semillas que no tienen la cubierta d u r a  Esto indicaba 
la posibilidad d s  que la  invasi6n gor e l  hongo y l a  producci6n de aflatoxinas 
en semillas de algod6n pueda controlarse por medios gen6ticos. 
La primera referencia a la posible existencia de variedades de ma - 
nfresistentes a la produccidn de atlatoxinas data de 1967. Rao y ~ u l ~ u l e ~ 2  
Laliaaron 60 variedades de mdproven ien tes  de distintos parses e infor- 
maron que en una de ellas,- la denaminada U. S. 26, no se detectaban afla- 
toxinas luego de inocularla con una cepa toxicog6nica de Aspergillus fla- 
ms. Estos autoree sugirieron que la resistencia podri'a deberse a que las 
cepas toxicog6nicas de A. flavus requieren traaas de ciertos elementos, 
tales cQmo Zn, F e  y Mn, para la efntesis de la toxina, 10s cuales no es- 
tarfin presentes en las semillas de esa variedad e s M i a d a  La influencia 
de trazas de ciertos metales sobre la produccidn de aflatoxinas por cepas 
de hongos toxicog6nicos ha sido luego estudiada por otros autore s 23,24 
Sin embargo, 10s resultadoe obtenLdos por Rao y Tdpule no pu- 
dieron se r  confir&ados por ~ o u p r i i k ~ '  quicn, en 1969, inform6 que en 
sus condiciones de trabajo se  produci'an aflatoxinas sobre l a  variedad U. 
S. 26. Doupnik no engontr6 resbtencia a la produccidn de aflzrtoxinas en 20 
variedades (lfneas de cultivo) estudlsdasz6. Luego de inocular las semillas 
con una suspensidn de esporas A. f l a w  e incubarlas a 25-27O durante 7 
Uas detect6 aflatoxinas en t o b s  ellas, en cantidades superiores a 
40.000 g / ~ g  de aflatoxinas totales. Sin embargo este autor considera- P 
ba conveniente continuar con este tip0 de investigacibn, sobre la hip6te- 
sis de que pudiera existir inhibicidn gen6tica de la  producci6n de toxinas 
r.' 
en otras lfneas de cdtiw. * 
s 
Naga+ajan y E3hat2' eshdiaron an manf la  influencia de la va- 
riedad de la planta y de la cepa toxicogdnica sobre la prodwci6n de afla- 
toxinas. Segdn estds autores exi.tiria.n ciertas difekncias varietales y 
tambidn debidas a la cepa del bongo productolt. b variaci6n en la  pro- 
ducci6n de toxina estaba ligada a la capacidad inherente del rnicroorga- 
nismo para producir la toxina en 10s medios de cultivo empleados en el 
laboratorio y en otros sustratos naturales. De modo que una ce.pa con 
baja capacidad toxicopdnica podrfa producir sobre alguna de las varieda- 
der cantidades no detectab1e.a de aflatoxinas, lo cual explicarfa 10s resul- 
tados obtenidos por Rao y Tulpule, anteridrmente mencianados. Tarnbidn 
encontraron diferencias entre la producci6n de toxina por la misma cepa 
de hongo sobre dos wriedades diferentes, que atribuyeron a ciertas ca- 
racterfsticas de la composicidn de la semilla, como podrfan ser la pre- . 
sencia de determinadas proternas o vitaminas. Estos investigador es tam- 
bi6n concluh.ri que desde el  p t o  de vista de la prevencidn del problem, 
serra dtil identificar genotipos de m a d  que inhiban o 8610 permitan una 
limitada produccidn de aflatoxinas por Aspergillus flavus. 
La otra posibilidad que se plantea e s  la existencia de semi- 
llas resistentes a1 ataque fdngico. En Israel  se  estudid l a  penetracidn 
del hongo en diferentes variedades de m a d  cultivadas en suelos infecta- 
dos con Aspergillus flavus28. En una de ellas se  observd que l a  penetra- 
cidn de varios hongos, entre ellos A. f'lavus, e r a  impedida, probable- 
mente por las paredes gruesas y duras de las cdscaras. 
Mixon y ~ o ~ e r  sZ9 tamhien encontraron resistencia a la  inva- 
sidn por A. flavus en las semillas de dos variedades de manf. Luego de 
ajustar e l  contenido de humedad de las semillas en 30%, las inocularon 
Li 
con una suspensidn de esporas del hongo y dterminaron e l  porcentaje de 
semillas inf ectadas registr ando visualmente e l  des a r r  ollo de conididforos 
resultante de la  penetracidn del hongo en e l  tegument0 y cotiled6n. Mien- 
t r a s  que en las variedades mSs susceptibles aparecran infectadas aproxi- 
madamente e l  90% de las  semillas, en estas dos variedades e l  porcentaje 
de infeccidn fu6 de 5-770. No se determind la naturaleza de esta resisten- 
eta, pero las evidencias indicaban que estarfa involucrada en la misma 
la presencia de 10s tegumentos intactos, ya que a1 pinchar las semillas 
con una aguja se  observ6 rdpido desarrollo de Aspergillus flavus en e l  Area 
30 Otrosautores tambienobservaronque enlosmanres con 
cgscara inoculados con esporas de A. flavus l a  produccidn de aflatoxinas 
L 
dfas se observaba muy po 
cascaxados. Sin embargo, a 3 2  cabo de 2 1 dfas 10s niveles de aflatozdnas 
alcanzados en ellos eran tan d t o e  como 10s observados en 10s otros lotes 
que habi'ad sido objeto de estudto (aemil la~ madwas sanas, semilks ma- 
duras rotas y semillas inmadugas). Esto significarra que la presencia de 
cascaras o tegumentos intactos es sdlo m a  barrera ffsica temporaria pa- 
r a  & invasidn por A. flavus. 
Pettit y co131, en Tews, e s t h  trabajando con algunas a r i e -  
dades que se consideran relativarnente resistentes a la penetracidn fdngi- 
ca, entre ellas las en=ontrada~ por Mixon y ~ o ~ a r s ' ~ .  EUos considoran 
que puede haber dos barreras potenciales frente al ataque de loe hongoe 
toxicoginico s : lae vainas (pericarpio) y 10s tegumentos serni .de  s (testas). 
Observando con microscopio electrdnico 10s tejidos de las variedades re- 
lativamente resistentes encontt'aron cierta correlacidn entre las carac- 
terrsticas bioqufmicas y morfoldgicas de dichas estructuras y-la extensidn 
de la penetraci6n de A. flavus dentro de 10s frdos. En e l  caso de 10s te- 
gumentos seminales, 10s caractare s que parecen influir en l a  velocidad 
de penetracidn del hongo son la disposicidn de las cBlulas en una forma 
muy compacta, la cantidad de 10s dep6sitos de cera en lasuperficie y el  
F 
- ,  
? .. r 
- I:, contenido de taninos. En el caso de las vainas, la  cantidad de c6lulas del 
.- t - 
esclerenquima (tejido compuesto de celulas con paredes gruesas cuya prin- 
cipal funcidn es el  reforzamiento mechico), su grado de cohesidn y el 
contenido de lignina parecen s er  la$ carac terfsticas mds importantes en 
lo que se refiere a la resistencia a1 ataqw ffingico. 
32,33,34 
Investigadores franceses estdn realizando estudios 
del mismo tipo, sobr e otras variedades de mad, con resultados simila- 
res, es decir, que la8 diferencias varietales notadas respecto de la pe- 
netraci6n de A. flavus estarfan relacionadas con la estructura de la cbs- 
cara y del tegument0 semiaal. Todos 10s autores coinciden en que estas 
estructuras deben encontrarse intactas para impedir la penetraci6n del 
hongo ya que cualquier tip0 de ruptura o daiio permite a1 Aspergillus fla- 
2 una rbpida colonizaci6n tanto en las  s emillas "sus ceptibles" como 
en las "resistentes". De todos modos las caractertticas de las ciscaras 
y tegumentos que han sido mencionadas son deseables y se e s t h  reali- 
eando trabajos de genktica para poder trasmitirlas a las variedades co- 
merciales. 
Las posibles diferencias varietales respecto de la producci6n 
de aflatoxinas tambien han sido estudiadas en otros granos, como ser 
35 36 3 7 
m d z  , soja y girasol . Nagaxajan y  hat^^ investigaron ademds k s  
pasibles razones de la8 diferencias observadas entre dos variedades de 
m a f ~  (Opaque-2, que presenta resistencia y Deccan Hybrid, mucho mbs 
susceptible). Llegaron a establecer que el factor responsable es una pro- 
tefna de bajo peso molecular, presente en ambas per0 en mucho mayor 
concentraci6n en la variedad resistente. 
PARTE I 1  
D I S C U S I O N  D E  LA P A R T E  E X P E R I M E N T A L  
.. Plan de trabajo 
- Material empleado 
.. Estudio de resistencia varietd 
1 ) Anglisis de las muestr.as de las diferentes variedades de manf 
para determinak po sible contaminacibn natural por aflatoxinas. 
2 )  Inoculaci6n ederimentd 
3) Andlisis para l'a deteccidn de aflatoxinas en las muestras inocu- 
- Estudio de la mic~flora de las variedades de m a d  analizadas 
1) Aislamiento e identificaci6n de 10s hongos contaminantes 
2) Determinaci6n de la capacidad toxicogdnica de las cepars del gru- 
- Estudio sobre 10s aceites de,eemilla de man$ contaminada con 
Aspergillus flavus 
1) Aumento de acidez libre de 10s aceites de semilla de m a d  
contaminada con Aspergillus flavus 
2 )  Influencia del contenido dcuoso de la semilla y de la presencia de 
po Aspergillus flaws 
Aspergillus flams en 10s valores de composicidn acfdica de 10s 
dcidos libres de aceite de mad. 
yas que ee han estudiado presenta resistencia a la producci6n de aflatoxi- 
A 
- 
- - 
-1 nas. Esta propiedad podrh rsr la baee de un efectivo mbodo de coatroq-2 - <.., 
, : , !;,
i &; ;y-. 5 para este importante problema de higiene alimentaria. 
t d 
, ' -, - -4 
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-C . .- ,, 
Adembs se ha redieado un eetudio eobre la incidencia de 10s div6-r-' , $ 
. . 1 
lqos hongos contaminantes de la6 variedades de mani'estudiadas, ponien-'- , . 
' \  
do especial atencidn en el aislamiento e identificacidn de aquellos perte- 
, ; 
necientes dl grupo Aspergillus flame, a 10s cuales se determind su capa- ' -  
7.) . 
cidad toxicogdnica. 
- , *- 
- - 
En otro orden de finalid~des, se trabajd con 10s aceites de extra& a 7- 
. m 
.I - 
ci6n obtenidoa a partir de semillas no contaminadasy contaminadas con , , 
C ' 
" I  
una cepa de hongo toxicog6nic0, con especial referencia a 10s valores . . 
-1  
I 
1 
de ndnrero de acidez. Estas experiencias tuvieron por objeto establecerl - .- 
la relacidn existente entre la presencia de aflatoxinas y el aumento de 
acidez libre que se observa en 10s aceites provenientes de sernilla conta- 
minada. 
Asimismo, partiendo de la base de que todo aumento de acidez 
en aceites de semilla contarninatla procede de la acci6n de lipasas fdngi? 
cas, ee ha realiaado el  andlisio de composicidn acf4ica (CGL) de 10s bci- 
dos grasos librea en aceite de remilla contaminada y no contaminada, 
. Y 
a fin de indagar la presunta eipecificidad dc tales lipasas. 
# .  
Se dispuso e l  eiguiente orden de trabajo : 
1 ) Realizar el  andlisis de las rnuestras de las diferentes variedades 
de mant' para detectar aflatoxinas por cromatograft'a en placa. del- 
gada, a fin de determinar una posible contaminacidn natural. i 
2) Inocular muestras de las difesentes variedades con una cepa toxico- 
' A  
ginica de Aspergillus parasiticus (perteneciente a1 grupo A. flavus) 
e inc&arlas en condiciones experimentales apropiadas para la  pro- 
duccidn de aflatoxinas. 
3) Analizar las muestras inoculadas experimentalmente para detectar 
la  produccidn de aflatoxinas, a fin de determinar l a  susceptibilidad 
o posible resistencia de las variedades estudiadas. 
4) Como complemento a estos estudios, red izar  e l  aislamiento e iden -
tificacidn de 10s @heros de hongos que componen la  flora fdngica de 
las variedades de manf analizadas. 
5) Identificar las especies de hongos pertenecientes a1 grupo Aspergi- 
llus flavus. 
6) Determinar la capacidad toxicog6nica de las cepas aisladas pertene- 
cientes a las especies Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticps 
7) Obtener 10s aceites de granos contarninados con A. ~aras i t i cus  y de 
granos no contaminados, y realizar el  exdmen analfiico de 10s mis- 
mos, con especial referencia a 10s valores de ndmero deacidez. 
1 . 7 ,  .>-;, ' 
, -  
- -  I - .- 
7 .  ,. 
. . h .x, . 
, , 8 )  Realizar el' e-en -de ~omgmsicib acfdica .(CCiLl de 10s Bcidos 11- 1 
- I  . , > I 
bres d e  'acbii& crudos psbcedentes de sexnilla contaminada y no 
. contaminada. P 
, ' ,  - - La especie cultivada de m a d  (Arachis hipogaeal, perten9 I I 
Ara 
-
,chis -3 estrictamente 
originado, segdn estudios redi'zados por A. Krapovickasd", en la regi6n 
1 de 10s Andes orientales en Bolivia. Segh  eate autor "el g6nero Atachis I 
es muy complicado" y 10s trabajos realizados tratando de interpretarlo 
"difieren todos ellos en la delimitaci6n de las e species y en 1 
I 
yes considerados como fundamen 
Genetistas de diversas partes del mundo (W. C 
- 
Unidos, F. Bouffil de Senegal y V. A. Rigoni de Argentina) sefi 
I 
principios de la decada del cinclenta, la  dificultad en mejbrar el  rendi- 1 # 
. . 
t . 
*. . miento de las variedades en cultivo con las tecnicas usua 
" 4 *, 
. - 
r variabilidad genetics se organizaron diversos viajes de exploraci6n 
; . A .  
en el drea geogrdfica en la que se habh originado esta 01 
* .-> 
> r . " ~ . % ~ . & C  
. 
procura de formas aut6ctonas con relevantes caracterlsticas agron6mi- 
Iizada en 1950, se corecci specie silvestre de m 
cola y que, .cruzada . , p J  
& de esos cruzamientos posee caracterfsticas de buen rendimiento . 
resistencia a diversos factorsr adversos En 1959 las . . 
, g.+' 
adquirier on carbcter de colaboracidn internacional, con una misidn inte- : .. ; . , 
i . :  - 
. ,. 14 
grada por el Dr. Walton C. Gregory de l a  Universidad de Carolina del . . J - A  
. 
Norte (EE. UU. ), el Ing. A. Krapovichoas y el  t6cnico de la Estacidn Expe- T 4 
rimental de Manfredi del INTA J. Pietrarelli. Esta misidn tenfa el obje- ., - 
- - -  I 
to de coleccionar mades silvestres y cultivad s De 10s viajes realiza- .. 1'- 9; 1 I I  - J -f. I - * dos entre 1959 y 1961 por territmio brasilefio, ipara~ayo,  boliviano y ; =."' - 3 
argentine, se obtuvo material muy vdioso, tanto dssde el punto de vista 
1 
,- 
econ6mico como cientirico. Con 61 se pudo estructurar, sobre bases rea- , 
* . -  *<.---, ,,-* \ ..' 1 - 'J- 2 - - 
les, el g6nero Arachis y establecer 10s distintos grupos naturales de a- %;, 
.i ' 
cuerdo a1 sistema vegetativo (plantas anuales o perennes), caracterfsd -2. 
-- . -- 4 . s; , i - ; :~.2-qs.* -  - 
cas bothicas y distribucidn geograica. 
*:- : 
+ -  4 && ;?&- > -; . 
- '  - 
La mayorfa de e sos ejemplares se encuen tran ac . ., &$n, #:-- 
- -  I 
10s j ardines e inverndculos de difer entes Estacione s Experimentales del 
- . f '  
mundo. En nuestro pars, se trata de la Estaci6n Experimental ~ ~ r o ~ e c u a i i a  
Manfredi, del Instituto Nacional de Tecnologfa Agr opecuaria, situada en ple- 
E' ' . r  regi6n manisera, en la p~ovjqcia de C6rdoba. Segbn publicaciones in- 
. - formativas de instimos especW,igados (BIM*, IDIA**), adernss de las 
especies silveetres se conservan em Manfredi numerosas Xneas de ma- 
nfes cultivados. Algunas de ellal~l son muestras extrhfdas de cultivares. 
conducidos de manera primitiva en lugares de origen, en 10s que se halla -
ron poblacione s de manf muy diferentes entr e sf y de dis tinta proceden- 
cia. Desde 1944 se realizan en Maslfredi trabajos de fitotecnia, tendientes 
a mejorar el cultivo y a la obtenci6n de nuevas y promisorias variedades 
Tarnbign se llevan a cab0 estudias sobre el manejo del cultivo, tratamien 
to de suelos en relacidn al mad, gendtica y taxonomfa, y trabajos de fi-  
topatologfa que comprenden el estudio de las enfermedades que afectan a 
la planta y la orientaci6n para iseleccionar las formas resistentes. 
A esta E~taci6n Experimental se soliatd el material necesario 
para la rediizaci6n del presente trabajo. Se recibieron muestras de 36 va- 
riedades. y liheas de cdtivo de la cosecha 1974. Entre ellas figuran 
seis variedades inscriptas actualmente en el  Registro Oficial de la Secre - 
* Boletfn Informativo Manisero, Publicaci6n editada por el Institute Agro- 
industrial de Oleaginosas con la colaboracidn t6cnica del INTA. 
** IDIA, revista editada por el INTA, 
tarfa de Estado de Agricultura y Ganaderfa de la Nacibn. La lista de ea - 
variedades y au origen figdan en la Tabla 2. 
* 
Tambi4n s e estudiaron 20 variedades paraguayas (Tabla 3), ob- 
idas a trav6s del Ministerio de Agricultura del Paxaguay, cuyas carag 
41 . 
terfsticas habfan sido previamente estudiadas por Cattaneo y col . 
Los manfee fueron aviados con cbscara, para minirnizar el 
riesgo de contaminaci6n de las aemillas que debfan ser inoculadas. 
Estudio de r esistencia varietal 
1) A n a s i s  de las muestras de b s  diferentes variedades de maafpara de- 
terminar posible contaminaci6n natural por aflatoxinas. 
I 
La determinacibn de af;latoxinas en las muestras sin inocular 
tiene por objeto detectar una posible contaminacidn natural de 10s granos. 
Esto indicarra que la variedad en cuestibn serra susceptible a la contami- 
naci6n por aflatoxinas. 
En el  caso de 10s manhs, se ha observado repetidamente que 
la presencia de aflatoxinas tiene una estrecha relaci6n con la calidad 
de 10s granos 42* 43* 44. Por lo tanto, para realizar estos ensayos se se- 
leccionaron 10s mani'es con vainas r otas, partidos descoloridos , manqba-mm 
w 
dos , atacados por insectos o visiblemente enmohecidos , ya. que este tipo 
d i  materia es el que, con &$br pzbbabilidad, podria encontrarse nab- 
' ralmente contaminado. 
En las mues'tras $d~.eadas se encontrd, por lo general, un 
porcentaje relatiuamente baljp cde gxanos de mala calidad. 
k 
. r 
La deteccidn de afZartoxinas ee estas muestras se realiz6 td 
clomo se detalla en la Parte Experimental. Se obtwieron resultados posi- 
tivos para las variedades "Blanco Rfo Segundo" (324 ppb) y "Manfredi 214" 
(810 ppb), lo cud  indica que estas dos variedades son susceptibles a la  
contarninaci6n POP aflatoxinas. 
2) Inoculacidn experimental 
Consistid en inocular una cierta cantidad de semillas de las 
diferentes variedades de m a d  con una suspensidn de esporas de un hon- 
go toxicog6nico conocido, llevar el sistema a las condiciones 6ptirnas pa- 
ra la produccidn de aflatoxinae, incubarlo durante un lapso &c~ado y 
I 
cornparar luego la cantidad de t ~ r i n a s  eventualrnente producidpd sobre cs- 
da variedad. 
~kecc idn  y tratamiento de las semillas previo a la inoculaci6n a?rpcr'i= 
27,36,37 En algunos de 10s trabajss haUados en la bibliografra 
el  tratamiento previo de las aemjLUas consiste en rehidratarlas y esteri- 
' $Gar&s en autoclave a 12 lo .dWmte 1 5 mimutoe, antes de inocularlas 
con la cepa del hongo toxicog6S,cu. De tal manera s,e inoculan sernillas 
ne viables, muertas por cdcrsr. " 
En el  presente trabajo u s  spmillae no se esterilizaron pre-via -
mente. Se trat6 de reproduck laa condiciones naturales en que se encuen - 
tran 10s granos que pueden esr contaminados. Por este motivo se consi- 
derd convenient0 adoptar otro tipo de tratamiento que mantuviera las se- 
millas vivas, para poder obsesvar sue rnecanismos naturales de defensa, 
ei 10s hubiere. 
45 
A1 respecto, Diener y Davis eefialaron ciertas diferencias 
en 10s valores limitantes de temperatura y humedad relativa @H) para 
la  pr oducci6n de aflatoxinas cuando trabaj aban con gr anos esterilizados 
por calor y no estelrilizados. Por ejemplo, en las semillas vivas no ob- 
servaron producci6n de toxinas a 16O adn despuds de 84 dfas de haber 
sido inoculadas con una cepa tOxicog6nica. En carnbio, en 10s rnanfes es - 
t6riles se observ6 la presencia de aflatoxinas a 14O en 21 &as. Los au - 
tores asociaron esta diferencia con una probable resistencia de 10s tegu- 
mentos intactos de las semillae vivas a la penetraci6n y colonitacibn por 
el hongo. Esta resistencia parece ser originada por la actividad fisiol6- 
gica de las sernillas viables que previene la inmsi6n de hongos. Estos en 
cambio, pueden coliniear rdgfQmente las semiUas tratadas por ca- 
lor. 
Algo similar fub observado en 10s ensayos previos a1 preoente 
t 
trabajo: se esterilizaron 10s manfes en autoclave y se inocularon con las 
esporas de la  cepa toxicog&ica A 10s t res  dfas de incubacidn las semi- 
llas estaban totalrnente cubiettae por una densa masa filingica. A1 inocular 
en las mismas condiciones las semillas viables, s61o un bajo porcentaje % :' 
de Bstas (aproximadamente 5- 6% ) presentaba crecimiento visible del hon - 
go. Otros autores han tenido en cuenta esta circunstancia y no aplicaron 
21,26,35 
tratamiento tdrmino . Si bien no detallaron, el  procedimiento em 
- I 
pleado, sefialaron que la inoculacidn de lae semillas se r e d i d  "asdptica- 
mente". 
Ensayocr predos pesmitieron.comprobar que la  desinfeccidn su- 
perficial de las vainas intactas de 10s manfes con hipoclorito de sodio a1 
5% resultaba un tratamiento adecuado. Al extraer en forrna est6rillos gra- 
nos que se encontraban dentro de las vainas tratadas con hipoclorito y co- 
locarlos en c b a r a  hbmeda, tal como se  describe en la Parte Experi- 
mental, no se observd ningdn crecimiento filingico. Es decir, las semillas 
dentro de las cdscaras sanas no e s t h  contaminadas y pusden ser  inocula- 
das con las esporas del hongo toxicog6nico. Solamente en escasas oportu- 
ddades s e  observ6, l iego del perlodo de incubaci6n de siete dlas, conta- 
minaci6n con hongos que fueron aislados e identificados en todos 10s ca- 
L .,I - y?--.-.. 
.'jk--~ ad- 
sos como Rhizopus sp. E l  
feri'a en e l  desarr 0110 de la  cepa toxicog6nica ni en la pr oduccidn de afla- 
toxinas. 
Microoraanismo 
Los hongos productores de aflatoxinas pertenecen al grupo As- 
46 pergillus flavus, descripto por Raper y Fennell . Este grupo compren- 
de, entre otras, las  siguientes especies: Asper gillus flavus, Aspergillus 
parasiticus, Aspergillus tamarii y Asperaillus oryzae y variedades tales 
como Aspergillus flavus var. coiumnaris y Aspergillus parasiticus var. 
globo sus. 
En la mayorfa de 10s trabajos sobre aflatoxinas s e  mencionan 
como productoras de las mismas a dos especies de este grupo: Aspergi- 
~ u e  f i a ~ ~ s  Link ex Fries  y bspergillus parasiticus Speare, que serh  des- 
--
criptas m6s adelante. 
Algunos inve stigadore s han informado la pr oduccidn de afla- 
toxinas por otras especies de Aspergillus y ciertos miembros del g6nero 
Penicilliurn.Hodge s y col. 47 informuon que Penicillium prberulum produ- 
eslpecies solamente trazas). Los mismos autores sefialaron como aflatoxi- . ; 
W ehmer (miembro del grupo 
necientes a 29 especies distintas, revelaron producci6n de aflatoxinas so- 
lamente por cepas de' Aspergillus flavus y Aspergillus parasitic 
resultadoscoincidenconloedeotrostrabajosrealizados sobrenumero- ; .  
. . 
55,56 - sas  cepas de Penicillium y Aspergillus 
En la literatura se  mencionan diver sas  causas que pu&eron ha- 
57 ber conducido a estos resdtadoe err6neos . 
. '  - 
5 - - 4 Las caracterfsticas generals. del grupo Aspergillus f l a d e  - -.: ., ,-.k -. m~ -! 
46 
s e g b  Raper y Fennel son las eiguientes: 
Cabezas conidides globosa~ a radiales o colurnnares, verde 
amarillento muy clako, verde amarillento vivo, castaiio oliva-o cast 
~onidi6f kr o s incoldro s ,~sualmente rugos os, aunque pueden 
variar de lisos o casi lisos a nbtablemente rugosos. 
VesKculas globogae o subglobosas en la madurez en especie 
con cabezas grandes, permanecen en forma de clava o de botella en espe- 
r parte de su superfi- 
, :I .- I 
- I i - ' I I  
. - 
- - .;*
Esterigmas uniseriados o biseriados, con ambas condid&@ 
apareciendo comdnmente en la misma cepa o eobre la misma vesfcda. 
Gonidios en la mayorfa de las especies globosos o subglobo- 
sos cuando maduran, con rugosidades notorias o casi amentes y a me- 
nudo mostrando considerable vfuciabilidad de tamaflo dentro de la espe- 
cie; en otras especies eupticos y lisos o delicadamente rugosos. 
Esclerocias de color castafio rojizo oscuro o castafio pdrpura 
1 
o negras en la madurez, globosas, subglobosas o elongadaa verticalmen- 
r, 
Existe cierta confuei6n respecto de la ubicaci6n taxarbmica 
de las cepas productoras de af la tdnas  dentro del grupo. Hay un gran, 
n 1.r7 
ndmero de cepas que tienen deterrninadas caracterfsticas (esterigmas t t  
picarnente biseriados, conidios levemente equinulados, presencia de es- 
clerocias y conididforos de paredes gruesas y rugosas) asociados con & 
pergillus flaws. Un s"egundo grupo con caracterrs ticas distintas (esterig- 
mas uniseriados, conidios prominentemente equinulados, ausencia de es- 
0 
clerocias y cleietotecios, conididi6foros generalmente con paredes lisas) 
eeti asociado con Aspergillus parasiticus. Las dificultades se pr esen-tan 
cuando se trata de cepas que tiehen atributos de ambos grupos, Estas es- 
pecies estdn estrechamente relacwadas y no siempre son fscibente  dis- 
tinguibles por no haber mar cadas dif er  encias entr e ellas. 
Es asrcomo algunas cepas (por ejemplo ATCC 15517) son con- 
sidesadas por ciertos autores cdmo Aspergillus flavus y por otros como 
Aspergillus parasiticus58. Murakami y coL clasificaron a asta cepa co- 
59 
mo Aspergillus parasiticus var, globoeus . 
A veces se utiliza el  nombre Aspergillus flavus para designar ' 
colectivamente a distintos aisla'dos, cepas o especies pertenecientes a1 
grupo Aspergillus f lahs.  En este trabajo el tdrmino A; flaws serg utili- 
species productor as de aflatgxi- 
k-!ik No todas las cepas de A. flaws y A. parasiticue producen 
aflatoxinas y entre las cepas productoras existe una amplia variacidn res- 
pecto de la cantidad de aflatoxinas producida !'in vitro" eobre sustratos 
Parece ser que las cepas identificadas como A. parasiticus 
. 
27 son productores mis  poten$ks, &toxinas que A, flavus . 
Las diferentes capirs vaxi'an tarnbidn en cuanto a su capacidad 
para producir las cuatro aflatoorinas. En general, segdn 10s datos halla- 
dos en la bibliograffa, las aepas de A. f laws producen las toxinas de ti- 
po B pero no las G, mientras gue A, parasiticus produce todas 27,44,60,61 
62 
Se ha observado que repetidas transferencias sobre medios 
sintdticos disminuyen la capacidad de produccidn de aflatoxinas (la cual 
puede inclusive Uegar a perderse), asf como el  increment0 de la produc- 
ci6n a travt!. de repetidas trahsferencias ~ o b r e  sustratos naturales. La 
capacidad de producir aflatoldnas parece ser relativamente estable en al- 
gunas cepas (NRRL 2999, A&-6, Ala-l) cuanda crecen sobre una serie de 
63 
sustratos naturales o sint6ticos . 
En el presente txabajo se emple6 como microorganismo pro- 
ductor de aflatoxinas Aspergillus parasiticus NRRL 2999 por ser  uno de 
10s m& potentes productores de flatoxbaa B1, B2, G1 y G2. Estp cepa 
fue aislada en 1 96 1 de rnanfes proveniente~r de Uganda por P. K. C. 
3 Autswick quien la design6 V 3734/10 y la deposit6 en e l  Commonwealth 
Mycological Institute donde se la  design6 GMI 91019 b. Esta cepa es muy 
estable y produce consistentemente altos niveles de aflatoxinas, especial- 
64 mente Bl, adn despugs de vaxias transferencias . 
El hongo fu6 cultivado y mantenido en agar papa glucosado. 
4 
4 
La composici6n d, aste medio figura en la Parte Experimen- 1 t 
tal, donde tambi6n se detdla' 01 procedimiento utilizado para obtener el  
6 k6c1.110 con una concentracidn dar 10 esporas por ml. 
i 
Determinaci6n de las condici~nes expertmentales para la inoculaci6n 
Es sabido que la contaminaci6n de un sustrato alimenticio 
por cepas de hongos toxicog6nicoe no implica nece sariamente la presen- 
cia de aflatoxinas. Se ha-observsdo que no hay paralelismo entre el  cre- 
cimiento abundante del hongo y altas concentracionea de estos metaboli- 
45 
toe. Por ejemplo, Diener y Davis , empleando m a r e s  viables como 
sustrato, observaron profuso crecimiento y esporulacidn de Aspergillus 
flavue a temperaturae entre 41 y 45O, per0 no formacidn de aflatoxinas. 
La produccidn de grandee cantidadee de toxinas depende no 
8610 de la capacidad de la cepa para aintetizarlas, sino tambidn de ima 
rrerie de factores o condiciones de crecimiento entre laer cualas Ias mss 
importantes son la humedad, la temperatura, la composici6n del sustra- 
to, la presencia de oxfgeno y la microflora competitiva 
Para realizar la  inoculaci6n experimental se trabaj6 con un 
sistema constitufdo por 10s manfes pertenecientes a cada variedad y el 
hongo toxicog6nic0, que debi6 sar colocado en todos 10s casos en las mie- 
mas condiciones. Estas deberi'kn ser, ademSs, las 6ptimas para la pro- 
ducci6n de toxinas. Fu6 preeiarz eetablecer, entonces, e l  contenido de hu- 
medad, la  temperatura y e l  tismpo de incubacibn. 
Se trabajd en condiciones de esterilidad, de manera que la flo- 
r a  fdngica competitiva quedd elirninada.. 
Humedad -
Uno de 10s factorer m6s importantes que determinan el  cre- 
cimiento del hongo $ la producci6n de aflatoxinas ee el contenido de hwne- 
dad del suetrato o la humedad relativa de la atm6sfera que lo rodea, 
.. . - 
.*L, 
.2p 
,-J Aspergillus flavus ha sldo clasificado como un hcmgo mesofito, 
. 
porque tiene un requerimiento mmmo de humedad para crecer entre 80 
y 90% m. 
A u s ~ i c k  y ~ i e r s t  detarminaron la humedad rekrriva en equi- 
Ubrio para manfee bon diferents contenido de humedad, obteniAdo 10s 
siguiente s vdores : 
Humedad relativa 
en ;o~ui~l.~io a 
Contenido de humedad 
% en peeo 
Granos Hasina 
. 
" 
. , 
Humedad r elativa Contenido de humedad 
% en peso 
Granos Harina 
LOB traba~ds realizados por Diener y Davis 458 65 sefialan como 
valor limitante para la produceidn de aflatoxinas en m d e s ,  ya sea via- 
bles o esterilizadoe; un valor tle RH de 85% a 30°. S e g h  Autswick y 
~ ~ e 2 . t ~  , este valor corresponderla aprodmadamente a un contenido de hu- 
medad de 11%. par; un almacensmiento seguro de 10s maafes se racomibn- 
da disminuir rdpidamente el contenido de bumedad de la8 semillas del va- 
66,67 
lor que tienen al ser cosechadas (35- 5546) a menos de 9% . 
Cuando se trata de producir aflatoxinas en el  laboratorio, hacien- 
do crecer el hongo toxicog6nico sobre sustratos naturales, mrioa autores 
han observado una buena producci6n sobre sustratos con un contenido de 
21,68,69 
humedad entre 20% y 25% 
Se realiz6 la siguiente experiencia para determinar el  contenido 
de humedad adecuado para el crecimiento del hongo y la produccidn de toxi- 
nas. Se inocularon semillas secas (ein agregado de agua) y con diferentee 
b 
cantidades de agua (5ml y 10 ml de agua para 20 gramos de mano con una 
ron a 25O durante 7 dTas. E 
z' 
.A Esta experiencia s t  realiz6 con milestras de las variedadeg "Blan - 
?=o RTo Segundo" y "Colorado Correntino". 
. , 
Las muestras sin rehidratar no mostraron crecimiento del hongo 
y al realizar el  andlisis para detectar aflatoxinas, Bste result6 negativo. 
Evidentemente el  contenido de humedad de las muestras estudiadas era in- 
ferior al valor limitante para el  crecirniento del hongo. La determinaci6n 
del contenido de humedad, segdn se describe en la Parte Experimental, 
realizada sobre muestras de estas dos variedades dio valores de 3,02% 
(variedad "Blanco Ri'o Segundot') y 5.35% (variedad "Colorado Correnti- 
no"). 
En las muestras hidratadas con 10 ml de agua se observd que dl 
cab0 del perfodo de incubaci6a, la mayorfa de las semillas habfkn germi- 
nado. El anfiisis para detectar aflatoxinas dio resultados inconsistantes. 
En casi todas las muestras la  produccidn de aflatoxinas fu6 escasa o nula. 
70 Esta observacidn concuerda con lo encontrado por Lindsey y Turner , 
quienes sefialan que 10s embridnes de las semillas de manf producen sus- 
tancias inhibidoras del crecimiento de Aspergillus flavus y Trichoderrna 
. , 
viride. Estos investigadores observaron que a1 colocar semillas intactae, 
-
testas y embriones ;de m a d  sob% cajas de Petri con agar Czapek y agar 
papa inoculado con esporas de,A. rlavus y T. viride, se produci'a inhibi- 
ci6n del crecimiento de estos hongos drededor de 10s embriones. h s  
idoxas fueron extrddas de 10s embriones con acetona. 
, 
' Los cuatro compuestos aislados par cromatograffa en placa mediante la 
5 -  I 
' s. 
: Y - . + I -  . 
t6cnica de bioautografra, fuerbn analieados y tres de e l l ~ s  presentaban 
propiedades de f enoles. Lindsey y Turner sugieren que es tas sustancias 
presantes en 10s cotiledonas juegan un rol activo en la proteccibn de 10s - . 
* - 
tancia de! un secado ripido por debajo de 10s valores antes seiialados. 
Los manfes . - hidratados con 5 ml de agua para 20g de semilla reeu$tvon 
. . +-: .--,- 
' 7 '  
4 
:P 3: .::.: ,..,a. ' , . .  . - 
embriones de la contarninaci6n Mingica. La invasi6n de hongos antes de 
que las semillas maduren no es frecuent e. Probablemente el peri'odo mis 
m- 1 . 
propicio para la contaminaci6n por mohos est6 comprendido desde la re- 
, - 
moci6n de 10s manfes del suelo hasta antes del secado. De ahfla impor- :&ki 
ser 10s sustratos m6s adecuados para la inoculacibn. 
La determinaci6n del contenido de humedad de dos de estas rniies 
tras dio 10s siguiente s r esu1tad0s:~ara la variedad "Blanco RZo Segundo" 
el valor fue 16 ,98% y para "Colorado Correntino 23,2570. 
-Y #@ 
I I 
9- 
3 4 
.I I. Segdn 10s datos de la bibliografra , estos valores de humedad co- 
: r .  A e* 
I ' 7  * -  
.* . '  
rrespokden a valores de RH superiores a 90%, totalmente favorable8 para c;&J 
- 
la produccidn de aflatoxinas por Aspergillus flavus en mane 
. ' 
*+, 
. . 
Temper atur a y tiempo 
--- * 
z= .. La temperatura parece ser un factor menos crmco que la hume- 
? ! 
i" 
:' dad, tanto para el ciecimiento ddl hongo como para la produc;i6n de a£la- 
45,65 $oxinas. Diener y Davis 
, etstudiaron b e  condiciones limitantep para 
1;; 9 
, *-z f 
- prodwci6n de ailatoxinas en m a d  Estos autores, trabaj 
. . I  
condiciones 6ptimae de RH (98%), sefSalaron como temper 
. 
'para la produccidn de aflatoxinas en manfes estdrilee 13O - + lo y 41.5O 
1,5O. Trabajando con m a l e s  viable8 la temperatura limitante inferior -''. -. 
otros factores. ...... -,. v w , -  
..-... '. . . . * ,  
. < 3, 
.?,:C+,:,y. ;, <:;;.:<; , ;<di'5..:.. -, . 
, 1 . ! ' . .$  .L r ; . . -?- .#f : . :  . . . . '. ' J  
ara la produccin d4.e toxi- -:E.:. 
.t.' . "  ,' I ,: - 8 
na, s e g h  Diener y ~ s v i s * ~  eb de 25O con perlbdos de incubaci6nbde 7 a 2' ' 
5 
L 
9 Has. 
Schroeder y ~ e i n "  observaron alta producci6n de afbtoxinagj t . r 
manlo. y otros sustlatos a temperaturas variables entre 20° y 35O con . s 
rfodos de incubacidn de 7 a 15 &as. TambileSn sefialaron como temperatu- , 
- - . + .  
72 
Schindler f col , ensayaron diversas temperaturas (2O, 704 13O. + ( +  . 
* --$ . 
. - 7  
18O, 240, 290. 35O) con perfodos de incubaci6n de 5 d&s y encontraron . .-- 
- .  
.. I 
_ . .- - . 
- 
- ,  
-3 - 
- T- - - v w -  , 1 -. .. - - - , - t q -  - 7 -  - . . - .  
A L f - . ' 
I 
- 
- t  . 
.. 
- , * .  , 
- 1 .  ) 
. . a *  - 1 u 
- U 
..I; . 
I -, , -ma produccidn de a& io de cultivo (agar rnosto.de it 
b 
- 3  
"-w*&alta) a 24'. Ademas observa3an que ra temperatura 6ptima para la ? 
produccidn de a f l a t d e  no eabcide con la temperatura 6ptima de 
'. - .  ~recimiento para AspergiUue,flavus, , que ha sido determinada entre 
.., 
73- ' -  
' 30° y 3 5 0 ~ ~ .  La misma obs~rvaci6n fua realisado por Sorenson y Col . , . 
,-. ,trabajando con arrdz como euhtrato. La temperatura de incubacidq tam- 
biQn influye sobre las cantidades relativas de cada una de las aflatoxi- 
65 
nas producidae . 1 F 
En basd a estas i~ormacionee, las muestraa conveniente- 
- .  
. mente rehidratadas e inoculwhe aon la euspensi6n de esporas de Ae- 
. , 
-? tufa a 25O - + lo durante 7 dfab. 
I 
...:*7* 
A1 cabo de este perlbdo la* huestras fueron estsrilid+&.s ' 
0.-=. 
0 . .  
- en autoclave (1 5 minutos a 120') para inactivar las esporas. Td8hdo ; 
* y e *  
*,** 
en cuenta la estabilidad de las aflatoxbas a1 calor, que ha sido e'studia- 
- 
74 . , .  
da detalladamente , se estima que la cantidad de estos metabolites .. . - 
f .- 
presente en las muesbas no 8s modificd apreciablemente durante el  , :- L s  
breve tratamiento tdrmico empleado para destruir la% esporas del hon- 
.' l k I>  . 
> - .  
. 
. * 
'go* , - 
I 
. . 
3) Adlieis para la  deteccidn de aflatoxinas en la8 muestrae inoculaders . 
El an6lisis para la detecci6n de aflatoxinae se realisd me- 
diante extraccidn con solventee y b!@!atograffa en capa delgada. se- 
g6n el m6todo que se detalla en la Parte Experimental. 
Lar muertrar re  ronutiaros ur primer lugar al u J U m i a  cudita- 
t$vo, qua parmiti6 obrervu la pterencia 6 g r a d e r  c.ntid.der de &to- 
: -T7, - 
al, B2, G, y O2 producidu por Arpergillur parariHsur -L2999, 
on I r a  condicioner ahteriormezite mmciorudrr, 
inoduladar y lor rerultrdor obte 
Como pueds obrervarre, ea todar la8 variedadrr la cantidad de 
riktmdna B1 producida em do1 orben do 10 Kg o superior. 4P' 
Se trata de concentracioaea muy elevadar (el Ifhits m w m o  ru- 
p a r i b  para gra,nor b cereal@# y olaaginorar orcila alrededor de 20-30 
Lar diferenciar entre lam cmatidader de toxinr producidar robre 
CL& vwiedad no ron rignlficativrr como para determinar qus alguna de 
- 
e h r  roa mdr rurceptible o rerirten$e que otrar, ya qua adn en aquellaa 
variedadem en lam quo re obrerv6 menor produccidn de toxincr lor valorer 
datectcl8or heron rumamente alto#.* 
* En lor @~8hatO8 naturabente contaminador no 80 detect- niveler tan 
altor do aflatodnar. En muy poco probable quo lor grmoa re encuentren 
en la# condicioner ambientale8 6ptimar, como la. quo fueron ertableci- 
dar an k r  promenten experienciar, pot 10 qua la contaminaci6n idngica 
natural generalmente no Uega a rer tan intenra como la de l a m  muertraa 
inoculadar exper iment alment e, 
- - 
- I 
* 
. i \.i - K. -a 
En vista de 10s resultador obt enidos del andliais cuantitativo de 
estas muestras se debidi6, para U s  restantes, realizar solamente el 'an& 
-. P -& '  - .--!. - 
lisis cualitativo, mientras se obairvaran en las p laca~ cromatogrdficas 
L. ,' . 
.Y 7 ,' 
manchas flu&re'scentes de tal bbnsidad. Be esta manera se pudo realizar 
I 
un "screening" mbs amplio, es Becir, analizar un n b m  r o  mayor de varie- 
. . - - 
- . 
'I . .. - 8, .. ' dader.. . , ? t" +'. . t <  .. . 
. . . . .  - - d  : - ,y$,.-: ; < #,;: '. . . ' f  4 ,  
., . 
. .,.* . ; . , : .  . - ; _ :'I 
. . "k 
- &  .:: h 
En todis las plac8s ss sembed el  extract0 obtenido.de la va- 
. . 
riedad "Manfredi 2 1 b" (sobre k quo se  habra producido la  mdhor cantidad 
I 
- 1 .  : da t d n a ) ,  a 10s efectos de radimar la comparaci6n visual de las demds 
I -  ' 
. . mue~tras  con dsta. !En todos los casos la  cantidad de a£latoxina producida 
* 
fue del mismo orden o superior a la de la  muestra testigo. 
- .  <:> . . l F > t k i  8 f - ye"gj , 
T I  . a. _. 
," A 
, - tanto pmde afirmarse que sobre todas las'vsriedades 
analioadas, en lae condicionse del presente trabajo, por lo mews se pro- 
d u c h  20.000 p / ~ ~  de aflatoxina B1, e s decir, ninguna de ellas fud ca- 
pae de inhibir la pr6ducci6n de aflatoxinas por Aspergillus parasiticus. 
Eetudio de la micoflora de las veiedades de m a d  analizadas 
Ademis de las condiciones ambientales externas, entre las 
i 
chales la temperatuta y la hudeaad ee haa mencionado como las mbs im- 
- 
p rtantes, hay otros factores que influyen en la  posible contaminaci6n por P v 
aflatoxinas de un determinado rsustrato. Segdn Schroeder y Bollsr 44 dos 
parametros a tener en cuenta 8on la prevalencia de cepas productoras 
de aflatoxinas en la flora fdngica del suetrato y au relativa toxicogenici- 
. - dad. I '  
I ? '  
- 
En el presente trabajo se  ha encarado un estudio de 10s hon- 
gos contarninantes de las variedades de mad analisadas, poniendo especial . 
atencibn en el aislamiento e identificacibn de aquelloe pertenecisntee a1 .-'I -?A 
grupo Aspergillus flaws. 
L '. : 
1) Aislamiento e identificacidn de 10s hongos contaminantes 
De las semillas de oleaginosas cultivadas, la de mant'es con- 
siderada la mbs delicada y susceptible de alteraciones, debido tanto a las 
cdndiciol 5 ambientues como por el  manipuleo a que se la somete desde 
. >  
. .  , 75 que se la extrae de la tierra hasta el momento de la siembra . 
. 
1.1 ' 
. 
. . 
I 
. r 
. A :I 
Desde el punto de vista de la contaminacidn fdngica cabe sea 
I I '.. 6 1  4 
fialar que, en cada una de las etapas de su obtencidn, puede ser invadida 
I 
. 
- . por diferentee tipos de hongos que, segdn la clasificacidn propw,ota por 
~ h r i s t e n s e n ~ ~  para ~ e r e a l ~ s ~ < ~ ; ~ c ~ g  -. vi A S .  pueden . dividir en 
- - 8  - I - $>"r 4 1 .&f: '4  "L < 
- ,(# 
. . tres grupos: . . 
p r r W - , ,  - 1 - : F - 1  . 1 1  . h i ,  1 
a) kongos de campo: son 10s qus invaden el pericarpio d 
cuando Bstas e s t h  desarrollando en el  campo. Requieren .un elevado 
contenido de humetlad (aprox. 2570) para crecer. Dentro de este gru- .. _. 
=., 7 -  ' 
- I 
minthosporiurn, etc. 
b) Hongos del almacenamiento: eat& repre sentados casi exclusivamente 
por Aspergillus y Penicilium. Crecen a niveles de humedad m4s ba- 
jos que 10s anteriores (agrox. 15%)~ es decir, les son propicias las 
condicionee ambientales tfp'lcae de la coeecha y el alrnacenamiento. 
c) Hongos que atacan sustratos en estado de descompoeicidn avanzada 
'--s ': 
(Fusarium, Papulospora, etc). Requieren nivelee de humedad eeme- 
jantes a 10s del primer grupo. No interesan demasiado deade el pun- 
to de vista del p rabajo. 
Laer condiciones ambientales en cada ma de las etapas (siem- 
bra, cosecha, secado, almacenarniento, transporte) determinan que pre- 
domine uno u otro grupo. 
En el caao particular del mad, las semillae cumplen todo el I 
perfodo de formaci6n y madurez bajo tierra, protegidas por una grueaa 
cdscara que las afsla y reeguarda de lae oscilaciones bruscas de .ternge- 
ratura y humedad. Una vez alcanaada la madurez se coeecha la planta en- 
- / / tera. En esta etapa a semi a es relativamente resistente al ataque de 
10s hongos, si bien en algunas oportunidades 138 ha observado contamina- 
ci6n por aflatoxinas antes de la recoleceibn, generalmente debido a condi. 
ciones ambientales adversas. Per ejemplo, cuando 10s frutos que han al- 
#anzado la rnadurez completa Be encuentran en estado de ser cosechadoa 
pueden sobrevenir dfas de persistentee lluvias precedidos por un perfodo 
Be sequfa. Las semillas, d recibir exceso de humedad, se hinchan y a1 
presionar sobre las paredes la cgscara se raja o se abre, quedando loo 
granos expuestos en contact0 con la tierra, lo cual favorece notablernente 
s ,. . - .  
-: 
- 3 la contarninaci6n f6ngica de 10s mismos. 
* 
f.. . 
- - Una etapa crCtica es la que sigue inmediatamente a la cose- 
cha, cuando la8 plantas arrancadas se acondicionan para su secado, -el 
"b. I I - -, . - ->, 1. 
. , - .A . I _ 1% . ,'- 
l P L  
a - 
I ' . cud, segdn el sisterna empleado, puede llevar de pocos dfas a varias se- 
manaa. Una vea reniovidas del euelo, la8 semillae comienzan a secarse 
dentro de la cdecara. A1 pasar el fruto de su ambiente subterr6neo natu- 
ra l  a1 medio aQreo, la8 bruscas oscilaciones de humedad, seqmdad y 
&mperahlra lo predisponen a sufrir diversas a; 
si recibe intensa radiacidn solar, con elevada temperatura y aire seco, 
dl resecarse la cdscara se torna quebradiza y ya no cumple su impartan- I 
. 
te funcit5n protectora de las semillae. 
Con el posterior eecado la humedad pasa a ser el principal 1 i 
J. factor determinante del crecimiento de 10s hongos y 10s manfes pueden 
-. 
1 '  
- .  
.- . . 
' 
ser atacados por 10s "hdngos del almacenamiento", que, como se ha vis- 
I 
to, son relativarnente xerofflicos. 
- 1; .- - , ,?. . ii,,Tgg -; 
,I 
. - 1  , 3 , .  ,. ,- % +'I;+ ..,"; ... = s I - -. I ( , +  
. . .. . 8 , -  .;I,<,+; 
.. . 
' I ' , .  
. , 
. 8 # - I , , 
- I 
. .  I I - .  
Hay dds sistemas que eon comdnmente empleados en nuestro 
pafa para e l  oreado del m a d  en e l  campo, inmediatarnente despuBs de la  
cosecha. Uno es el acondic~amiento  en parvines, montfculos de tamafio 
variable y forrna cdnica para permitir e l  escurrimiento del agua. El  otro 
sistema ea e l  qut! se efectda directarnente en e l  terreno; consiste en for- 
mar un cord611 reuniendo varisLrr hileras de manf reci6n arrancado. Una 
vez oreado y seco se procede a1 deecapotado (separacibn del fruto de la 
planta) o descapotado y descaacarado simultAneamente, mediante mgqui- 
" 'I 
nas eripecialmente adaptadas. Con bste bltimo sisterna se exponen muchoe 
mas frutos en contact0 con e l  euelo hdmedo, aumentando 10s riesgos de 
snrnohecimiento, como asf tarhbien loe de llmanchadoll, "brotado" y "ar- 
c .' 
dido" da lo8 granoa; 
. I -  
I .  
En eeta etapa el manf pueds ser  invadido por diver soe hongos. 
Loe g6neros m&s frecuentemente mencionados en la bibliograff'a son Alter- 
naris, Aspergillus, Fusarium, Cladosporium, Mucor , Penicillium, Rhi - 
- -
3,75,77 
zopus y Trichotecium * 
# ~ ~ ~ , r ~  
~ r i u ,  enlci lum y Rhizopus son 10s hongos invasores 
pest-cosecha que predominan, mientras que entre 10s bongos de campo, 
causantes de la podredumbre de rafces y frutos en la planta, se mencio- 
nan diversas especies de Fusariurn (F. solani, F. oxysporum, F. rporo- 
trichioides , ), Phoma, Rhizotocrlia (R. eolani), Sclerotium (S. rolfrii, S. 
3,77,78 
bataticola), Sclerotinia, (M. phaaeoli), etc. . 
Seleccidn y tratamiento de hb,mmillas paea realisax el rr&tubia de sla 
S 
flora fdngica. 
descoloridos, etc), para eeta parte del trabajo se emplearon, a1 igual 
que para el anillisis direct0 de ailatoxinas, este tipo de semillas. 
El procedimiento empleado fue el siguiente: 
De las muestrae originales de cada variedad se eligihr6n 'rids' 
frutos deteriorados y 10s que preeentaban cdscaras rajadas o agujereadas 
por insectos. Se prepararon simultheamente dos muestras de 20 gramos 
cada una de semillas extrafdas de tales frdos, que fueron colocadas en sen- ; 
doe Erlenmeyers estgriles. 
Sobre una de estas muestras se r ea l id  
usis de aflatorinas, tal como ee ha indicado ants+iormente. para ddtec- . B -  
tar una posible contaminaci6n natural, con 10s resultadoe que ya han 
I ,- discutidos. 
A la otra muestra se le agreg6 la cantidad de agua 
para permitir el desarrollo de las esporas fdngicas presentee (5ml de agua 
para 20 g r  de manf, que equivalen a 40-50 semillas). La muestra htimeda 
C.; 
< , ' . ,  
, I  ,'$ #&-x . 
.- - 
- I J,* , , -  *.,t ,A 
de 10s hongos que c r e c l .  sobre las semillas.m I I -  u 
, - . I L - I  I - '.- Jim- I:,  1 "$. '.: 
s #- -c la 
, I, Se aislaron todos 10s hongos macroscdpicamente 
Aquellos que por su aepecto macroacbpico podrlan pertenecer a1 grupo 
I i 
Aspergillus flavus fueron purificadoe mediante resiembras en 
. I _  i t 2  . d;'wh~-L .. 
agar Csapek y, una ve5 obtanidlos a1 e ~ t a d o  de cdtivo puro, se  estudiaron I 
SUB caracterKsticas mlcroscaplcaa por meaio ae ra recnlca ae: r x a r r ; r o L u r L r v u  
(ver Parte Experimental) y se mantuviero& en agar papa para determinar 
. . poateriormente su - capacidad toxicog6nica. ' i  1 .- -7 . - 
l a -  3 ,  
. .  . , 
" , ..y$ ,;,,- 
I - .  . 
Una vez realiaado el aislamiento de 10s hongas, 
; 8 - ' 4 . .  . , n 5,,, . 8 %  
- - , ,  - 
- - S : t  -:A 
, 1. . . %-- 4 ,. , . :m .- . 1 : .  , I .' '. ?.. , 8 , -  de isernillas de manrde las culrles provenian errtos microorgatnismoe rue- 
, h f .  1 
. \ I  1 
ron errrerilisadaa en autoclave (15 minutos a 120° ) y se practic6 eobre 
-I r: 
ella8 el  anaiais cualitativo para la  detecci6n de aflatoxinas, para poner .,: 
q ,  
en evidencia la  presancia de eitos metabolites si alguna de la  
f ' 4  ' , ,. --'--??: 
- .. y,- =b <.;<;.:.;,;..,:,I I ; ". 
- .  
ladas 10s hubiere producido. . .  , ' ,  .. E , .9LqG. .~ ' . . ,   - , . .  . ,; 
. . I  
5?1 Los resdtados de eetas experiencias figuran en la  Tabla 5. 
- 
-. : I -  
,I I -  - 
'Se puede observar que: - B . # * - -  
8 ." 
L A .- . 
- 1  - 
- a) La. dos variedades que h a b h  resultado positivas en $1 P anslisis direc- , a 4 
.-..- , 
. . .* 
to de l a8  muestras, mostraron tambien presencia . . de aflatoxinas y , - A. . ,  
I' 1 - _  - - .  J & 
F -- r , f laws en las muestras hdmedas. !i-- 7: 
' I  ! - 1 % '34 
I 
- 1  
. b) A1 elevar'el contenido de humedad de la8 muestras a un valor apropiado 
, - 
. ' :!I -- 
. -  
A 
. . 
i ; "  91. . , 
5 .' I 
. ' .. ' " , . , .,--. , . , . . - .   - .. 
- 
&, , - I ,  - 
.. I -  ' . . '  I I 8 .  
-.I - ,  ' ,  . ' .  -. I ;
'L 
II . 
,Be todas estas valtiedadee, acep to  de una, se pudieron aislar hongos 
En las muestras de casi todas las variedades se observaron 
10s manfes de baja calidad, por lo cual eatos datos no pueden tomarse co- 
mo valores de incidencia real de 10s diferentes hongos que componen la 
micoflora del mani', per0 sf pueden dar una idea aproximada de 10s tipos 
de hongos contarninantes y 1 a frecuencia con que se 10s puede encontrar. 
Lo que resulta mds interesante desde e l  punto de vista del presente tra- 
C 
. bajo ee el  porcentaje bastante alto de mueetras contarninadas con hongos 
. . potencialmente toxicog6nicos . , , . ,  (grupo Aspergillus flavus). 
. ' 1  
I . ltFsi 
I I . .I 
..:a ' 
, >  . 
I - ,,. .  Y 
' 8 ,  h- *  - 
' A Y  It=' En 23 de las 56 muestraa anarieaaas s e  observd la  presencia' 
de Aspergillus pertenecient.8 a1 grupo flavus (Tabla 6). 
1 
I #  
Estas cepas se aislaron a t rav is  de sucesivas resiembras en 
agar papa y l a  identificacidn de la especie s e  realiz6 por observaci6n de 
I -1  
las caracterfsticas microsc6picas m e d i a t e  la t6cnica de microcultivo' ' 
46 (ver Parte Experimental), eegdn la clave de Raper y Fennel1 . 
La cepa productora de ailatoxinas de la muestra de la v a r i ~  
dad naranuaya denominada " ~ e ~ r i t o "  no pudo s e r  aislada por estar conta- , - 
minada con Rhisopus. Eete contaminante invade totalrnente las placas, 
I 
impidiendo en este caso e l  aielamiento de Aspergillus. 
Por lo tanto ee' trabaj6 con 22 cepas aisladaa, pertenecien- 
tes a1 grupo Aspergillus flavus. 
64 
Seg6n la t6cnica de Shotwell ycol. , empleando a r roz  co- 
-46 
mo sustrato, se determin6 la capacidad toxicoginica de estas cepas con '2  
10s siguientes resultados: 
a) Un alto porcentaje de las cepas (72,770) resultaron se r  productoras 7 
de aflatoxinas, (Tabla 7). b e  datoe, encontrados en la  bibliograffa 
respecto del porcentaje de A. flavus toxicogCnicos son muy variable 
parece s e r  que 10s balores depsadcn tanto del sustrato como delaregidn 
geograica. Numerosos inveatigadores han coleccionado cepas del grupo 
Aepergillus flavua aisladas de sustratos natwales y han determinado la 
producci6n de allatoxinas por ertos micxoorganismos sobre diferentes 
w d i o s  de cultivo. Los porcentajee de  cepas taxicog6nicas inforrnadc#s en 
~ n ~ l a t e r r a ~ ~  o Estados Unidoa 80,81 son mayores que 10s encontrados, 
por ej  emplo, en la India 82,83 . 
n sumario de 10s datos de investigaciones realizadas &n 6 
pafsee muestra que de un total de 1390 cepas aisladas pertenecientee a1 
grupo A. flavus, 8d3, .o sea aproximadamente e l  6046, resultaron pro- 
84 ductoras de aflatoxihas . 
- Se puede concluir que las cepas toxicog6nicas son compo- 
nentes normales de la micoflora del suelo, aire, semillae y forrajes 
de dive'rsas partee del mundo; 
Lo mismo puede afirmarse respecto del manf que s e  cul- 
tiva en nuestro pa58 en e l  Paraguay, en vista de 10s resultados obteni- -
dos en e l  presente trabajo. 
b) Respecto del tip0 de aflatoxinas producidas, se  ha observado que algu- 
nas d~ las cepas prodwen aflatorinas BlS BZs G1 y G2. mientras que 
otras solamente producen aflatoxinas B1 y B2 (Tabla 8). 
Laa cepas aisladas de la8 variedades paraguayas solamente producen 
toxinas de' tipo B. 
loduc tora 
Como ya se ha mearionacto, en general se asocian Ias cepaT 
,s de aflatoxina 
mientrae que la maycarfa da U s  capas productoras de aflatoxinas B1 Y& 
(que no producen lae toxin- ds tino GI parteaecen a la ,eapecie Aopergi- 
Cuando se trata de relacionar el tipo de aflatoxinas produci- 
das con 10s caractere$ morfo~dgicos y culturales de lae cepae toxicogkni- 
cas aieladas en el preeente trabajo, ee obtiene buena concordancia con I 
b e  datoe hallados en la literabra. 
En efecto: las cepar productoras de aflatoxinas B1, B2, G1 
v G, , selrdn sue caracterfeticao morfol6nicas y culturalee , pertenecen a 
6- - 
especie tree 
- color verde oscuio de 10s cultivos en agar papa 
- esterigmae monoeeriados 
- conidios prominentemente equinulados 
2 
M En cambio la. cepaa productoras de aflatoxinae B1 y B pre- 
eentan caracterfeticasde A. f1avu.a: 
- colonias color verde claro o verde aaarillento 
- esterigmas monoseriadoe o bieeriadoe 
- conidios d e  pequefios, con equinulaclonea mucho menos notorias. 
Estaa caracterfeticae ee ilurtran en lae figuras 2,3,4,5,6 y 7. 
' L  ; 
,I1 + . j & .- 4 ;!-;'A q : T q  1 - . A ,  
La8 cepas no productoras de aflatoxinas preeentan caracte- 
rrsticas de la especie Aspergillus flavus, 
Reeumiendo: 
Desde el punto de vieta de la contaminacidn fsngica cabe des- 
e 
tacar : 
. l )  Presencia de cepas toxicogbnicas en el  30% de la8 'muestras analizadas 
2) Concordancia con lo expueetb en la bibliograf.18 en cuanto a la relacidn 
entre caracteres morfol6gicos y culturales y e l  tip0 de aflatoxinae pro- 
ducidas. 
3) Preeencia de ambas especies toxicogbnicas (A. flavus y A. parasiticus) 
en las muestras de manrde nuestro pat%. 
4) Presencia tinicamente de A. flavus en las muestras de rnadparaguayo 
anali zadas. 
Estudio sobre 10s aceites da sekWas de mani' 
1) sabre el  aumento de acides 1Slure de 10s aceites de semilla de mani'conta- 
rninada por llAspergillus flavu~r" 
85 ' SegGn mtchinsw 10s granos, como todo material bioldgico, 
a0 asterloran por eatacionamiento (p6rdida de poder germinativo, aumento 
de acidez libre en 10s componsntos grasos y decrecimiento en 10s conteni- 
dos de azdcares no reductores). El increment0 de lor tenores de humedad 
y 10s aumentos de temperatura aceleran el deterioro, especialmente el 
primero; de ahi'qus tales procesos puedan ser retardados por secado has- 
ta lograr nivele~ adecuados de humedad y/o par estacionamiento a bajas 
temperaturas. Cuando el contenido de humedad del grano est6 en equili- 
brio con un valor de RH 75%, lae transformaciones rdpidas que ocurren 
se aeocian con un crecimiento activo de hongos, de mod0 tal que el rol 
de lira enzimas propias del grano .o semilla como agentes de deterioro 
pasa desapercibido. Con valoree de RH inferiores a 75% en equilibrio con 
la humedad propia de la semilk, leL actitridad fdngica disrnimye: de ahf 
que granos que contengan menos de 12% de humedad se conserven sulos 
por largos perfodos. Sin embargo, adn asi', ocurre perdida de poder ger- 
minativo, proceao que eucede nds rdpidamente a medida que aumenta 
el contenido acuoso, abn en ausencia de hongos. 
Se ha probado que trigo estacionado por varios mssee en 
atrn6sfera de nitrbgeno, con tenores acuoeos comprendidos entre 13% y 
pafSa con un increment0 de la  aCidea libre de la  rnateria graea que cap- 
- - 
m 
tiene, a pesar de la ausencia de bongos. Se rugiere que la liberaci6n 
asos se  debe, por lo &into, a la acci6n de componentes propios I 
del grano y a la de lipasas fdagicas. Cuando e l  contenido acuoso es  infe- I 
rior a1 15% y l a  temperatura oscila alrededor de 30° ocurre un lent0 in-  I 
cremento de la acidez libre de la materia grasa, probablemente, 
mayor parte, por accidn de lipaaas propiaa del trigo. A mayores 
nidoe acuosos son las l i ~ a s a s  f h d c a s  lae responsables de la liberacidn 
.-, w -  .srJ m- 'a2 
+r; nr\ e n  .rri m r m n  ~ r r m f i r m a r l a  n r l~~rantn I  raali~,acitSn de este t~~h%ifi'*'"'- 
En la Tabla 9 figoran 10s valores de humedad de semilla I 
estacionada de las variedades "Bknco Rro Segundo" y "Colcirado ~or ren- !  
18% y a 20- 30°, experimenta p6rdida de valor ger 
- - - - - - - - - - - . - . - - 
de dcidos grasos. 
Laa consideraciones expuestas para 
do sobre granos de m a d  inoculadoa con esporas de 
- 
tino". Sobre l a  misma se determinaron 10s contenidos en aceite 
por agotamiento con hexano ticnico (ver Farte Experimental) y 
-.qr*F-:' , '  ; &  :- !: 
tos se determinaron 10s vzlloree 0 acidei libre, obteniendo cifras suma- 
mente bajas (0,57 mg K O H / ~  y 0.78 rng KOH/~,  respectivamente). ' . 
Desde que para inocular Aspergillus flavus y favorecer su 
desarrollo debe incrementarse el contenido acuoso, Qste se  llevd a un 
valor muy superior a 10s anteriores. En e l  caso de la variedad "Blanco 
. P fo Segundo" (la primera que i s  e~meti6 a esta eomariaia)  el  i n ~  
a - ?:- 
fuer acuoso .T ' 
I 
y la inoculrci6n con esporas dsl hongo 
3 
tlneoa. Por el  co&r'a.rio, opetpndo con la variedad vColorado Correntino", 
el valor de comtenido acuo~o sin adici6n de esporas y en par. 
L !=* 7 :>-% . 
k" 
. , . -c . tida aparte se increment6 el contenido acuoso y ae adicionaron esporas en 
r -.- . 
4lb; I I -  
, . ,  L.,: 
,., . .: , forma eimulthea. .h- 
1 .  En todos 10s casos ee procedi6 a una incubaci6n durante siete 
-- .-. 
- 
., d&e a 25O - + lo y pdsteriarmente (previa molienda, en presencia de canti 
minaci6n de 10s vdores de rendimiento y de acide 
Las cifrae correspondientee a la  varla 
gundo" sefialan que no hub0 una sipificativs variaci6n.del rendimiento 
en aceite, expreaado eobre sustancia seca; en carnbfo, sf ocurrid un not 
ble increment0 en el valor de acidel; libre del aceite procedente de la se- 
Correntino" (incubacibn a mayor contenido acuoso en ausencia de 
- - 
poco significativo respecto del correspondisnte a1 del aceite de la s 
, , , r - . . , . .  
- - .  
libree de aceites de mad. 
. 
La ~ a b l a  9 revel6 quo la8 actividades lipornicas de A. flavus 
eran sin duda determinantes de 10s sumento. de acidez de aceites de ma- ":. y -  , . - -
. . 1 4 -  
' I. 
-4. _ - 
ni' contaminado con es e microorganismo. . , + ' .  ' I  L - 
La especificidad de lipasas de distinta naturdeza ha . )id0 ,. d de . . i 
I 
* -< 
amplia consideraci6n en lo que r especta a eu intervencidn en la liberaci6n - - I 
. 8  
. /-- . - 
1 
de dcidos grasos que integran ttiglicbridos. Alguna, coma la lipasapdn-' 
~ reb t i ca ,~ue  ha eido obt enida en forma homog6nea (PM cercano a 42.06)0) 
actda prefer entemente sobr e las po~iciones 1 y 3 de 10s triglic6rido;, li- 
berando 10s dcidos en ellas ea terificados y produciendo una acumulacidn 
86 
de 10s 2-monoglic6ridos . No todas las lipasas exhiben especificidad 
significativa en relacidn a estae posicionee y asi', la lipasa del grano de 
ricino cataliza la hidr6lisis simulthea en las tres posiciones y a la 
. -  .."iue establece que en 10s aceites vagetales - 18:2 ss esterifica prefef:e~cid- 1 ~ 1  
, 
ig 'e 
mente en la posici6n 2, qientras 10s dcidos saturados lo hacen en las po- .- : 
A 
sicionea 1 y 3. 
,4 I , .I 
kdl .- * .  88 a Kavanagh y col . mencionan que la mayorla de las lipasas .. r. 7 
de origen microbiano actdan robre la8 posiciones 1.3 de 10s triglic6ridos 
y teniendo en cuenta la eignificativa actividad 1ipolRica del 
flavus, resu lt6 de inter68 verificar ai tambidn este micro 
-
" - -  
nifestaba esa misma prefer encia. 
. , .  
A tal fin se estudiaron (ver Parte Experimental) las co 
h - 
siciones acldicas de 10s aceites de extracci6n (hexam) a .! 
*" 
nf de las variedades "Blanco Rfo Segundo" y "Colorado Correntino" ya . ' 
C 
, <- - 
rnencionadas, a d  como (en el caso de l+ variedad "Colorado Correntino" ) , 
' f  - S: rn G.Jn _(- - " T  mL - I 
del aceite extrafdo de sexnilla humectada e incubada a 2sQ - + lo durante- I*  - 
- L 
7 Gas, y la de 10s aceites extraldos de semillas de ambas variedades ,.$ FL 
A'-? 
l i  r 
incrementadas en su contenido acuoso e incubadas en presencia de - -  As- - r. 
pergillus flavus. - -. 7" ::3+ 
#--! 
. . 
' L' 
- 1  'I 
.< ' Los tres tipos de weites se Uberaron de sus Scidos libre8 
por dis olucidn en 6t er, etflico y 'aeutralizacibn con solucidn dilufda de KOH 
en etanol (fenolftalelina) y extr~ccidn acuosa una vez lograda la neutralidad. 
- 
De lo8 lfquidos acuosos reunidde re  liberaron 10s icidos por acidificacidn 
-4 
(hdiantina), qua se eftrajeron por 6ter sHlico en cada caso. examinkjdo- - ''Y . y  
la variedad "Coldrada C orr entino" incr ementado en contenido acuoso e in- 
m.y t 
. ' 1 
'i- 
f .  
10s por CGL a trav6a de sus brkhres metnicos (ver Parte Experimental). 
Las Tablas 10 y - 11 resumen las composiciones ac fd id% de 
tkidos totales) de 10s aceitea de eemilla tal cual,,, ceites de semi- %,&% J I, I 
Ua de ambas variedadee procedentes de grano incrementado en contenido 
acuoso e incubado en presencia de A. flavus y del procedente de grano de 
cubado en ' ausencia de dicho micsoorganismo. TambiBn figuran las com- 
posicionee acfdicas de 10s respectivos dcidos libres separados de cada 
I 
aceite en particular. 
Puede observarse que las composiciones aczdicaa de 10s 
dcidos libres son, en todos 10s casos, de mayores concentraciones en 
hike palmnico y en dcido estedrico que laa de 10s aceites reapectivos. 
Asimismo ee notoria la  mayor concentraci6n en 6cido olei- 
co de 10s dcidos librear aislados de 10s aceites procedentes de aemillas 
incubadas en preeencia de A. flavus, no a d  en 10s procedentes de la in- 
cubaci6n de eemilla incrementada en contenido acuoso y en ausencia de 
este microorganismo o en la correspondiente a 10s acidos libres de 10s 
aceites procedentes de semilla tal cud. . ' i l  
? I ,  - 1 2.- h[L ; 
1 
N6tase tarnbib la sensible disminuci6n en la concentraci6n 
de Scido linoleico en las fracciones de gcidos libres de 10s aceites pro.. 
cedentes de semillas incubadas en presencia de A. flavus. Estas verifi- 
caciones experimentales llevan a concluir que la actividad lipolfiica con-. 
junta de A. flavus proves cierta especificidad por las posiciones 1,3 &I% 
(mayores concentraciones de 16:O. 18:O y 18:l y menores de 18:2 en las 
- - - -
fracciones de dcidos libres respectivas). 
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I - 
EsMioe sobre 10s aceites de semilla de m a d  
- .  
. w. 
. . 
1) Aislamiento de aceites crudos 
2) Determinaci6n de 10s valores de acidez libre 
, . 
- 
- . 3) Composiciones acfdicas de 10s aceitee 
. . 
% .  
4r ' bnposiciones acfdicas de lo8 bcidw graeos libres de 10s 
aceites crudoe 
- ,. 
, ' ". 1 ) Materia prima 
F W  
Se diepuso de frutos maduros de rnadde 36 variedades dife-"9 
7 
. 
- A  
- rentee cuyos nombres y origen figutan en la Tabla 2, cosechados en 1974 , 
* % . xi en la zona manieera de la provincia de C6rdoba. Entre las variedades es- ';. 
2 ': 
fa;<, - bg3 -* tudiadas figuran la. s eis inscriptas oficialmente como variedade s comer - 
- :5y. p* -; 
*< -- - 
* .~.>q- \y= 
- 7 - cialee y diversas lineas de cultivo que se mantienen en la Estacidn Expe- 
qF- ;.-. . ;+*?$z; 
* L  ? - 4 .. 
- .  
. - 
< , a:- 
.. rimental de Manfkedi del INTA. 
Asimismo se dispuso de muestxas de 20 variedades del Para- :+ 
pay ,  cuyoe nombres figuran en la Tabla 3, pertenecientes a la cosecha 
- 1 1975/76. 
4 
2) Seleccidn y tratamiento de las s&miUas 
Los m d e s  se recibieron con c6scara. En primer tdrmino 
se procedi6 a un e b e n  cuidadoso de 10s frutos, seleccionaAdolos de di- 
ferente manera seg6n la experiencia a que estuvieran destinados. 
a) Selecci6n de las semillas para el andlisis direct0 a fin de determinar . 
posible contaminacidn natural por aflatoxinas 
En este caso se trabaj6 con aquellos frutos que presentaban las cgsca- 
C'r,  -..>*-q . 
7 
ras  ro-~," iajadas o con signosr vis3-Aee de haber sido atacadae por in- 
sectos. Se colocaron 100 g de las semillas provenientes de tales frutos 
en Erlenmeyers estdriles de 500 ml y se procedi6 a la detecci6n de 
-! 
I 1-6 
:Pi 6.
. 
.:*: 
-! :y 
- 
L I.. ' 
-, 
. . 
. . 
5;' = 
expr 
.- 
Se seoararon de Bads muatstra 10s frutos que preeentabui31i 
I - 
% k s  cdscaras intactas, 10s cusles fueron desinfectados superficialmen- i 
s te con una solucidn de ClONa a1 5'%0 y enjuagadoa con agua estiril. Lue- 
I 
se secaron en e l  ambiente estgril de la cdmara de siembra sobre 
. 
4 1 ,+- 9th de ,el de f i i r o  previamente esteriliaada por exposicibn a 3 
la luz ultravioleta. Las senlillasl fueron extrddas operando en forma 
eetbril, con pinxas previamente embebidas en alcohol y flameadas en $2 i#& 
la llama. Se tuvo cuidado d& no W a x  10s tegumtmtos seminalas. Las ': 
semillae se colocaron en E~lenmeyere est6riles de 500 ml. Se t r  
e j6 con 40-50 semillas. segn  la vaziedad, lo cual equivale aprodma- ? 
damente a 20 g de m a d  . 
i' y 
Para cornprobar la esterilidad de las semillas obtenidas de , :~  - 
- 
esta manera ee tomaron 4 6 5 manfes de cada variedad y se coloca- * 
*'i - F+ 
ron en cdmara hdmeda. Esta consistra en una caja de Petri ea t6 r i lbqGa  37 
en cuyo interior se encontraba un papel de filtro del didmetro de laf:: 
r' 
,re 
caj a. L;j$ 
. *- 
a .: Se agreg6 agua estiril  en cantidad suficiente para h ~ m e d e - ~ , ~  
s2 cer el papel, de manera de tener un ambiente apropiado para el desa- 
I 
I 
rrollo de las esporas fdngicas. Se incubaron en ..tufa a 250 - + lo 
-tuxante 7 Has, a1 cab0 
crecimiento fbngico. 
tri en cada una de la8 cuales ee c&c6 l m l  de la diluci6n correspon- 
diente, cubriendo luego las placas con 12 rnl de agar papa. Despubs 
. I 
3 3) Preparaci6n del indculo 
Para la inoculaci6n de las diferentes mriedades de manf s e  trabajd 
con una cepa de Aspergillus parasiticus ( m L  2999), p t e n t e  ~ r o d u c -  
tor de aflatoxinas B 1 ' 3' GI Y G2. 
:.I - 7 W 
E l  hongo fu6 mantenido en agar papa y repicado peribdi- 
camente (cada 1 5-20 dfas) para mantener su viabilidad. 
Se& lds datos hallados en la bibliograffa 22.26.27 de- 
cidi6 emplear una suspensidn de esporas de una concentraci6n de 10 6 
eeporas/rnl. Para obtener dicha concentracidn s e  trabajd de la siguien- 
te  forma: a un cultivo de Aspergillus parasiticus MULL 2999 en tubo in- 
clinado de agar papa, incubado en estufa a 25O + lo durante 7 dfas, s e  
agregaron 5 ml  de solucidn salina. Con e l  ansa se  desprendieron las 
esporas, agitando hasta obtener una suspensidn homogbnea. De Bsta ee 
-11 hicieron diluciones ' decimales smesivas hasta 10 . 
Se realizd e l  recuento de esporas trabajando con las dilu- 
-11 
ciones a 10 . Se emplearon para cada dilucidn dos cajas de Pe- 
- .._ - 
5 \ de' la incubacidn a 2 90 - + lo dum&s 3 d I se efec-0 el recuento de 
. - 
P ?  
colonias en la. placae. Segdn algzomedio de 10s re.ultados de einco 
ensayos realieados en la forma . indicada, la cwcentracidn de la sue- 
10 
pensi6n origind result6 ser de 10 espora.s/ml Por lo tanto, para 
bdos 10s ensayos de inoculaci6n se prepax6 la suspensi6n de esporap 
agregando al cultivo de 7 dfm ebn agar papa 5 ml de eolucidn salina 
y so utilia6 una diluci6n 1 0 ~ ~ .  
A 10s Erlenmeyere con 20 g de m a d  ee agregaron 5 ml 
ds agua destilada e s t b i l  para llevw las ~emil las  al contenido acuoso 
apropiado para el desarrollo del hongo y la  produccifin de aflatoxinas 
(ver Discusi6n de la Parte Experiment dl). 
La inoculaci6n se realie6 por duplicado para cada varie- 
dad agregando a lo8 frascos 1 ml de la suspensidn de esporas de 10 6 
esporas/ml. Las muestras inoculadas fueron incubadas en estufa a 25O 
+ 10 durante 7 dras. A1 cabo de este perfodo se esterilizaron en auto- 
- 
clave a 12 1 durante 15 minutos para destruir las esporas del hongo y 
se procedi6 a1 anilisis para la deteccidn de aflatoxinas. 
5) Anilisis para la detecci6n de aflatoxinas 
89 Se empled el mBtodo de Wzrltking y col. (A. 0. A. C. Wi- 
cia1 Method 111, 1975) con algunare modificaciones. Los ensaypa se rea- 
a) Preparaci6n de 1B muestra 
. - 
. -  
;;,. ,'. - -  , . 
,, . .,*. i: 7 2 :  
, , 
. - 
. . A : * . ,  
cuantificaci 
Tanto en el caso del anillisis de aflatodnas en las muestqas - -'q .- - 
- >+,-.m 
sin inocular como en el  a d i s i s  de las muestras inoculadas 10s ma- 
i 
X 
nfes fueron finamente moli&s en un molinillo (tipo caf6). 
- LILd 
Extracci6n de las aflatoxina, 
, . ,  F 
En el caso de las muestras no inoculadas se trabajd con 
A -*' 
. . - 
100 g de m a d  finamente molido a 10s cuales se agre;aron 500 ml de 
. , 
b? metanol-agua (55:45), 200 ml de hexano y 4 g de CINa, en Erlenme- 
4 ,. yer de 500 ml. Se agitaron durante 30 minutos en agitador mechico. --' 
* 
En el caso de las mueetras inoculadas, por tratarse de 20 g 
-) 
-! 
de manr, se agregaron 100 ml de metanol-agua (55:45), 40 ml de hex., 
no v 1 e! de ClNa, procediendo de la manera indicada anteriormente. 
. - 
r 
. I , -  
I 
La mescla se filtr6 a trav6s de papel de filtro comdn y se 
-Fa , ,l<J - - 
*? dej6 reposar hasM que se separaron las doe capae. Una a l ~ c ~ o f a ' d e ' ~  IL 
.+ 
- ' % - $  
25 ml de la capa metanol-agua fu6 extrafda en ampolla de decantacibn 
% '.* 
con 25 ml de cloroformo, agitando durante 1 minuto, La capa cloro- 
f6rmica se recogi6 en un bal6n haci6ndDla pasar a travds de sulfato - -- .g 
de sodio anhidro (1 0 g) cohtenido en un papel de filtro. El sulfato de 
sodio se lav6 con dos porcioners sucesivas de cloroformo que fueron 
recogidas en el mismo bal6n. El extract0 clorof6rmico se evapord 
B en evaporador rotatorio hart8 tmquedsd y luego se redisolvid en 250p 
de cloroformo en el mo r la crornatograffa en plwa lq 
delgada. 
Deteccidn de aflatodnas 
Se prepararon placas de stlica gel G Macherey-Nagel HR de -4:~ 
3 
' 'A 
0.25 mm de espesor, empleando un aplicador Desaga. Las placas se . +I 
dejaron reposar a temperatusa ambiente (oscuridad). Una vez gelifi- - .<+i 
- '  I 
cadas se acti 
en desecador hasta el momento de usar. En caso de no ser usadas 
h 
:5 
inmediatamente se las volvi6 a activar antes de usarlas durante me- + 
$2 
C :  
dia hora a l loO. 
en placa delaada - . 
aaa 
Desarrollo del cromatograma L. 
-.'&j 
- 
A 2 cm del borde inferior de la placa se realiearon para - 'I 
-4 -.  
, L  'I 
: x- 
cada muestra doe siembrae de 10 1 del extract0 obtenido en b). P -,-,2 iL% 
-* 
Adembs, en cada placa se realiz6 una siembra de 10 1 del patrdn ."+ 1r t:L 
f 
cualitativo de aflatoxinas qie coptenla 0,5 g/ml de aflatoxinas Bl y ,; 7 . .. I. 2 -  
- . d  
B2 y 0,15 g/ml de aflatoxinas G y G2. * r I -a 7 R  
*.I Enviado por el Dr. Leo Goldbktt, Agricultural Re search Service, - 7-Y 2 2 
United States .Department of Agriculture, N. Orleans, U. S. A. 
Sobre una de las dos siembras realisadas para cada muestra s 
braron en forma superpuesk 10 de la soluci6n patrdn ( ~ a t r d n  in$ 
no). E l  solvente de desarrollo fu6 benceno-acetona-Scido acdti 
9:lO). Se trabajd a tempertitura ambiente en cuba sin saturar; e l  tiem- 
po de desarrollo fue aproximadamente 40 minutos. 
Interpretacidn del cromatograma 
Las placas reyeladas y eecas ee examinaron en un cuarto os- 
curo a una dietancia de aprox. 30 cm de una W p a r a  ultravioleta (De- 
saga UV 131000). 
En las condiciones tie t r aba~o  descriptas s e  obtwo una buena 
resolucidn de las aflatoxinab observhdose en la siembra del patrdn 
cuatro manchas perfectamente separadas (Figura Nro 7). Las dos 
manchas superiores presentaban fluorescencia azul (B y BZ), las 1 
otras dos teniha fluorescencia verde azulada (G1 y GZ). Los vdores  
aproximados de Rf fueron: B : 0,53; B : 0,44; G : 0,40; G : 0, 1 2 1 2 
La siembra que contenfa patrdn interno permiti6 comprobar la iden- 
tidad de la$ manchas presentee en la muestra con las de la soluci6n 
patrbn. 
En e l  caso de lae muestras sin inocular (andlisis direct0 
de aflatoxinas par a determima r posible contarninacidn natur dl), to- 
das, except0 dos, resultaron negativas. Lo s dos extractos po sitivos 
se  sometieron dl an2ilisis cuantitativo, tal como s e  detalla a continua- p~ 
ci6n. 
s a 10s extractos i 5 muestras inocu- Las siembras correspond: 
ladas presentaron en todos 10s C ~ P O S  manchas fluorescentes muy intensas 
con valores de Rf y colores identicos a 10s de las manchas correspondien- 
tee a la solucidn patrdn. 
En aquellos casos en que se realisd la cuantificaci6n 
Loe extractos debieron ser dilufdoo (1/500 6 1/1000 eegdn la  intensidad de 
la fluorescencia de las manchas en la placa cualitativa) para proceder a la 
determinaci6n cuantitativa. 
Eeti-ci6n de la cantidad de aflataxinas presentee en 10s extractos 
89 Se emple6 el mdtodo de comparaci6n visual y el 
rarultado se expres6 en base a la concentracidn de aflatoxina B 1' 
Preparacidn de las placas 
Se procedid a la  misma manera que para la deter- 
minacidn cualitativa. 
Desarrollo del cromatograma 
Los extractos empleados para la determinaci6n 
cuditativa ee llevaron nuevamente a sequedad y en el momento de la -' -:m. 
bra ee agregd el volumen de clorqformo necesiasto para llevarlos a la 
concentracidn inicial, teniendo en cuenta en todos 10s casos la cantidad 
de extract0 empleada en el d s i s  cualitativo. En caso de ser necesa- 
sario se reali~aron las d i l u d e r  apropiadas del extracto en cloroformo, 
pues s i  la fluoreecencia es muy btenaa no se puede comparar la intensi- 
dad de la6 manchas de la mueetra con las del patrdn. 
Se aembraron a 2 cm del borde de la placa 2 r. y 
y 10 yl del extract0 de la muestra junto con 2 , r l .  5 y 1 
10 /ul de la  soluci6n patr6n. En este caso se empled una solucidn conte- 
niendo 10 g/ml de aflatodna B1 * . Las placas fuoron deearrolladas y r 
observadas en lae miemas condkionee del an6lisis cualitativo. 
C&lculo de la cantidad de aflatoxina B presente en 10s extractos. 1 
Se cornpararan lae intensidades de fluorescencia 
de la mancha de aflatoxina B en la mue stra con la m a c h a  del pat=&, 1 
determinando cudl de laa manchas de muestra coincidfi con uno de 10s . 
patrones. La concentraci6n de aflatoxina B en-la muestra, expresada 1 
en /" g / ~ g ,  se calculd mediate la siguiente ecuacidn: 
V C M 
- P D *  d Contenido de aflatoxina B1 ( pg /Kg)  - 
v 
X 
. P 
donde: 
* Facilitada por el Laboratorio de Micotoxinas del Instituto Nacional de 
Farmacologfa y Bromatologfa, preparada a partir de aflatoxina B1 pu- 
r a  (Calbiochem). 
rr-1 de soluci6n patrdn Be aflatoxina B, que iguala extract0 
1 - 
de la muestra 
ConcentrzCci6n de la soluci6n patrdn de aflatodna B1 en Nml 
Volumen en 1 de la dfXuci6n final del extract0 de la muestra r 
(en lae condiciones del preeente trabajo Md = 250 
pl de muestra cuya fluarescencia coincide con la del  volume^ 
Gramos de la muestra original contenidoe en e f k k d  
-.. 
. - 
E#tudio de la micoflora de las\;abicdades de m a d  snalizadas 
1 ) Aislamiento e identificaci6n de 10s hongos contaminante s 
, . - ,  . , Y  , . >* . ' .' .' 
- .f - . 
' .. , . . .  +, 4 
C 
t POT las razones expueatas en la Discusidn, para el estudio 
de la flora fdngica se emplearon semillas provenientes de frutos deteriora 
doe. Se colocaron aproximadamente 20 g de tales semillas en Erlenmeyer 
de 500 ml est6ril y se lee agregd la cantictad de agua necesaria (aprox 5ml) 
a fin de llevarlas a un contenido acuoso apropiado para el desarrollo de 10s. 
hongos contaminantes. Se incub6 en estufa a 25O - + lo y se realiearon ob- 
servaciones diarias a partir de llos tree draa de incubacidn. Cuando se co- 
mgnzd a observar crecimiento fdngico sobre 10s granos se fueron separan- 
- 
do todos 10s hongos macrosc6picamente diferente s. Mediante la  observa- 
cidn de 10s car acteres culturales (aspect0 del crecimiento, for ma y color 
de la8 colonias, etc) y morfoldgicob por observacidn con microscopio es- 
tereosc6pic0, se pudieron identificar 10s gdneros de hongos que se han 
mencionado en la Discus ibn. 
1 .  Una vez realieado el  aislamiento de 10s hongos, las semi- 
- 
llas se esterilizaron en autoclave a 121° durante 15 minutos y ae realizd 
la determinacidn cualitativa de aflatoxinas empleando el m6todo ya des- 
cripto, con 10s resultados que figuran en la Tabla 5: . , 
---- - 7 
, , 
? ", 
' , -  7 .  
...k+.+" s,. I <? . 
.' &--.:' = . * . , . . :-,* . 
* ' 1' J. ?. > - 
. I 
.E 
, -  . .  
. - 
.:F"r.-p;: . . . .t.- 
-;? , , '.. . :,. . -, . . 
. ,. 6 .  . : -3, 
- .- ., ,*.' ', . :., , I 1  18 
2::- .. : : 
aci6n de las especies p3&&nscianies a1 grupo A flavus , 
, .  , 
La identificaci6ri dm la  especie se realizd para aquellas L 
' I  
' 2  
cepas de Aspergillus aisladaa presumiblemente pertenecientes a1 grupo 
4 flaws, ob~ervando, ademP. de lo. cuacterea menkignadoos, . . sue ca- 
. - I' 90 . 
terhtica. rnicrot~c6pica8 rnedimte la tdcnica de microcultivo. La 
46 
eificaci6n se realir6 eegdn k elare da Raper y 2'onnel . . 
Para realizar cada microcultivo se esterilizd una caja 
-, 
, * 
de Petri  dentro de la cual se habra colocado un disco de papel de filtro 1 
en el fondo, una va i l la  de vidrio en U y un portaobjeto, En otra caja de 
I '  
Petri esteril ee virtid agar Cziapek hasta formar una capa de 2mm de 4 
%J *=yg 
espesor. Una vez solidificado el agar se recort6 con un bisturfestdril 9;- 
. J  &. 
2 un troeo de aproximadamente 1 cm que s e  coloc6 en el centro del por- 
,! 
- , -- 
1 .. 
taobjeto, apoyado eobre la varilla en U. Se inocularon 10s cuatro bor - i 
1$ 
el papel de filtro 2-3 ml de agua esteril para obtener una chars hbme- 5 
--+ 
da. La incubaci6n se realio6 en estufa a 25O t lo. 
I 
- . . 
- - 
$ " ; 
Cuando se observd un crecimiento conveniente del hon- 
go, que tiende a adherirae a la superficie del portaobjeto y del cubxs- 
. - . - - -  
b'f 7 t 
objeto, se separ6 el cubreobjeto del bloque de agar y se lo coloc6 sobre 
un portaobjeto'con una gota de Hquido de montaje, en este caso lactofd- ' 
' ' a .  : - 5 7  
' .- ,& 
. - . . ..  : L C .  
:, 87 
a .  :q 
. - 
P .  ' "  'C 
. . , . . .f,3 . ..
+ . . 
- :. . I. 
. - I  
0 el  bloque de agar,<quedando una se- I ego se desprendib, con - . . -  - .. . - , .  . i 
-~ " <- .c' . :. - 
.'. . .A ,< .  - . , , ., . . 
t. -.,> . . . . . - - ' -4 - .  
gunda preparaci6n sobre elportsobjeto original, a la c u d  se agregb una 
. ..,:3 - ,:* - 
gota de lactofenol,a~ul de dgod6n. Se dispueo asfde una preparacidn co- 
r 
loreada y otra sin c'6lorear. que se observaron a1 microscopio. 
,. 
C r. rp" r 
# I Las microfotokrafias que se pueden observar en las Figs. . \ .- 
' 
6- r 2,3,4,5, y &  fueron tomadas do los cultivos obtenidos mediante esta t8c- : -& ----  
- 5 4 
3 
.* . nica. 
d 
, 
2) Determinaci6n de la capacidad toxicd.g€nica de las cepas de "Aspergillus . *  3 
- .$ 
3 
La capacidad de las cepas aisladas pertenecientes a1 
-. 
-- 3 
grupo A. flaws para producir aflatoxinas se probd empleando arroz co- 
: :+ 
64 -::A 
mo sustrato, segdn la  t6cnica de Shotwcll y col . con algtnas modifica- 
. 9 
- =  * 
ciones. Cada uno de 10s hongoe en eetudio se sembrd en un tubo inclina- ,;.ti 
. --I 
do de agar papa y se incubd a 25O durante 7 dfas. A1 cab0 de este pe- 
' - 5  
rfodo se obsc --La abundante cantidad de eeporas de color verde que 
. . # !  3 -
fueron suspendidas en 5 ml de soluci6n aalina. Un ml de esta suspensidn ' 
r 
1 
se utilizd en todos 10s casos para inocular el sustrato. Este consisti6 * .  
. . 
en 10 g de arroz contenidos en Erlenmeyer de 250 ml con 5 ml de agua 
. -I 
y esterilizado en autoclave a 120° durante 15 minutos. El  sustrato inocu- 
bdo se incubd en estufa a 25O + lo durante siete dfas, a1 cabo de 10s .. 
- - $ 1  
' -ij 
cuales se esteriliz6 nuevamente para deatruir las esporas del hongo. En . 
f 
~. 
- 
tor de aflatoxinas empleado pa#m&- inoculaci6n (NRRL 2999) a fin de com- 
.- = .d ' 
. -: 
1 
probar la eficiencia ael m6todo de extracci6n empleado. 
La extracci6n de las aflatoxinas eventualrnente pr esentes -5 C '  P 
se realiz6 agregando a 10s Erlenmeyers 50 d de cloroformo y dejaiido 
la mezcla en reposo durante 24 horas, al cab0 de las cuales se filtrb y 
trat6 con sulfato de sodio anhidrro. Este ae separ6 por filtraci6n y el fil- 
trado se someti6 a1 procedimiento de purificacidn propue sto por Stubble - 
91 field y coL para eliminar pigmentos interferentes presentes en 10s ex- 
tractos. Se agreg6 a1 filtrado 1 g de carbdn animal, agit6 durante 5 minu- 
tos y filtrd Este filtrado fu6 tratcrdo con I g de carbonato cdprico duran- 
te 5 minutos y volvi6 a filtrar. Se obaerv6 una notable decoloracidn de 10s 
extractos que paaaron de ser amarillos (m8s o menos intenpos segdn la 
cepa del hongo)a prgcticamente incoloros. Dichos extractos se llevaron 
a sequedad en evaporador rotatorio y se analizaron segdn la t6cnica ya 
b' 
detallada para detectar la producct6n de aflatoxinas con 10s re sultados I 
que han sido comentados en la Discusi6n. 
3) Medios de cultivo empleados 
a)  Agar papa 
Se toman 100 g de papas peladas y cortadas en trozos y 
se hier ven en un litko de agua dbrante una hora  Se filtra y agrega 1,5% 
de agar y 2% de glucosa. Se esteriliza en autoclave a 12 lo durante 20 
Y, I ti 
,. . 
.if 
b) Solucibn sdiaa para la --&&sibn * ' , ,  de esporas 
ClNa I * 0s 85 g 
Lauril sulfato de aodio , a 0 1  g 
Agua de a tilada 
c) Agar Czapek 
Nitrato de sodio 
Cloruro de potasio 
Glicer ofosfato de magne eio 
Sulfato ferroeo 
Sulfato de potario 
Sacarosa 
Agar 
Agua 
pH 6,8 (aprox 
085 g 
0,Ol g 
08 35 g 
308 0 g 
12.0 g 
1 litro 
d) Lactof en01 
Acido Uctico 
Fen01 
Glic erina 
e) Lactofenol- azul de algod6n 
Solucidn saturada de azul de algodbn 10 ml 
Glicer ina 
Agua 80 ml 
Se mezclan partes iguales de esta meecla y de lactofenol. 
Como se ha expueeto en Za Discusidn y operando sobre se- 
milla de doe variedades ("Blanco Rfo Segundo" y "Colorado Correntino") 
ae aislaron 10s aceiBee de la aemilla original, de la semilla increments- 
da en su tenor acuoso (contenido determinadd experimentalmente) y de 
eata dltima inoculada con Aspergillus flavus, previa incubacidn durante 
7 dfas a 2 5O - + 1 en loe caaos de enriquecimiento acuoso e inoculacibn. 
-a 
Sobre eetoe aceitea se practicaron determinaciones de acidez libre, de 
compoaicidn acfdica por CGL y de compoaicidn acfdica eobre la fraccidn 
de dcidos grasoa liwee presenta e en cada uno de ellos. La experiments- 
m 
3, - - 
cidn se llev6 a cab0 como sigue: - - 
A ,  
r .  
b, - 
1) Aislamiento de aceites crudoe 
Se oper6 sobre 27 a 24 g (segbn 108 casoe) de semilla ori- 
ginal o de semilla enriquecida en agua o enriquecida en agua e inocula- 
da con Aspergillus flavus. Las semillas empleadas en esta parte del 
trabajo fueron extrafdas en forma estdril de frutos con cdscara intacta, 
t 
previamente desinf ectados en su superficie con C l  ONa 570. Los enrique- 
cimientos en agua se practiearon adicionando 5 rnl de agua estdril a 
20 g de semilla en Erlenmeyer de 500 ml, La inoculacidn ee realis6 
agregando 1 mL de la suspensiQ de esporas (lo6 esporas/ml) a cada 
-' -! 
- -,- *k- ., ' Erlenmeyer. Se emple6 el microorganismo productor de aflatoxinas S. t , -,.. 
0 
r ya mencionado (NRRL 2999). La incubacidn se realis6 en estufa a 25 

>Etf. _ 
res de rendimiento figuran e s  l a  Tab& lz 
3) Composiciones acrdicas de 3;os aceites 
Se determinaron pop CGL sobre 6eteres metflicos de 10s 
dcidos totales de cada aceite, ~ b r e a  de insaponificable. A t d  fin 2 g: 
de aceite.se saponificaron por refhjo durante media hora con 25 ml. 
de soluci6n de KOH a1 4% en e-01. hspu6s'de enfriar se agregd 50ml 
de agua y operando en ampollas de decantacidn se extrajo el  material 
insaponificable con Bter etnico (tres extracciones, la  primera con 100 
ml y las dos siguientes con 70 mL ) Los extractos etireos se trataron 
primer0 con agua y agitacidn suave (elirninaci6n de la  mayor parte de z c . q  
' -*, 10s jabones), se adidDnaron gotas de KOH a1 l%o en etanol (fenolftaletl ki! , 
='a - 
na) para transformar jabonss dcidos en jabones neutros y trat6 nuuva- 4 
mente por agua hasta re acci6n neutra de 10s ljrquidos acuosos al torna- 
sol. Loe li'quidos acuoaos reunidos se adicionaron a la  capa hidroalco- 
hdlica inicial de jabones, se agreg6 CLH (1/1 v/v, heliantina) y 10s ici- 
dos liberados se extrajeron pox Bter ettlico (tres extracciones con 50ml 
1 
cada vee). Los extractos etdreos reunidos se  trataron varias veces con 
agua por agitaci6n hasta reaccibn neutra a1 tornasol de 10s li'quidos acuo- 
soe y la capa et6rea se deehidratd con sulfato de sodio, recuperd el sol- 
vente y elimind 10s dltimos restos en caliente mediate una suave co- 
rriente de nitrdgeno. 
Los Bcidos totales a d  obtenidos de cada aceite se esteri- 
-7' 1 .  ; 
- - " 2 ficaron con metanol anhidro co o 1.R en peso de SO4H2 concen- ' 3 * A  5 
._ 
92 1 ,  rJ trado como catalisador . -.. 
. 
I 
- 
. - 
-1 Las compoeiciones aci'dicas se es tablecieron utiliz+& up + 
equipo Perkin Elmer Vapor Fractosnster Mod 154, equSpado con detec- 
1 
tor' de ionieaci6n de llama, columna de vidrio :Pyrex. de 3m de largo y 
4,s mm de d i h t r o  interno con material de relleno formado por Chro- 
mosorb W lavado dcido (60-80) y adipato de etilenglicol polidster como 4 -2
fase fija (1 5% sobre rellgno tow). Sa oped a 1 9d0, empleando Nitr6ge- 
no "4 Bandao" como fase. nnbvil, con preei6n Be entrada de 18 pei y con *, 2 ,< 
--.? 
co. Loe componentes acfdicos ee identificason a trav6s de la medicih :!!!I 
L I de 10s tiempoe de retenci6n de b a  picos de 10s cromatogramas y $as j 
6 
evaluacionea cuantitativas ee resobieron por triangulaci6n. Las ree- 4 
puestas cuantitativas fueron previitrnente verificadas por exanzen CGL 3 3 
de mezclas de dateres metflicos de compoeici6n conocida en Scidos gra- b 
sos, y por examen de meaclas que contenfa 6cidoe linoleico y linol6- 
niao (18:2 -- y 18:3) rimult&um.mente pox CGL y por examen espectrofo- 
tom6trico luego de isomesizacibn alcalina (A 0. C. S. Method Cd 7-58, 
1960), obteniendo valores auficientemente concordantee. Las Figurae 8, 
10 y 12 reproducen 10s crornatogsarnaer de 10s aceites crudos, de acei- 
-- j 
~4 
re8 de aemilla de la variedad "Colorado Correntiao" (de semilla or@ - A 
nal, de semilla incrernentada en su conteni* acuoso y de semilla inocu- 
lada). 
- , &-- - d *it*!&-!<,, 
ampoPiciones acfdicas de 10s &id08 grasos libres de 10s aceites cru- 
Los remanentes de 10s aceites crudos (alrededor de 5-6 g 
de cada uno) se disolvieron en 100 ml de dter etilico recientemente des- 
tilado, transfirid a una ampolla de decantaci6n, agreg6 10 ml de agua 
deetilada, gotas de fenolftaleiba y lentarnente, soluci6n de KOH a1 1% 
en etanol 96%, hasta reaccidn alcalina franca. Se agitd suavemente y 
dej6 decantar la faae acuosa de jabones que se segard previa filtracidn 
por embudo con papel de filtro (previamente mojado con agua) para e- 
vitar el  pasaje de restos de fase et6rea emulsificada Sucesivamente 
el lfquido etdreo qe trat6 tree veces rnga con pequefSas porciones de a- 
gua para agotar 10s jabones formados. Loe lfquidoe acuosos dcalinos 
reunidos se acidificaron con ClH (1/1, v/v; heliantina) extrayendo 10s 
dcidos liberados (tree extraccionea con Bter etilico). Lor extract0 a 
etdreos se lavaron con agua en ampolla, trataron por sulfato de aodio 
anhidro, filtraron, recuperd el solvente por destilacidn en bafio de 
agua hirviente y 10s Bcidos residualee se liberaron de las dltimas tra- 
zas en corriente de gas nitrdgeno. Se esterificaron con metanol en la = 
forma ya mencionada y 10s 6steses metgicos ee exarninaron por CGL 
empleando el  equipo y las condiciones q u e s t a s .  
Las figuras 9,11 y 1 3 reproducen lo8 cromatogramas correspondien- 
-- -
tes a 10s bsteres inetilicos de los Bcidos libres del aceite de aemilla 
original, del aceite de semilla incrementada en contenido acuoso y 
del aceite de semilla inoculada eon Aspergillus flavus para la variedad "Co- 
lorado ~orrentino". 
Los re sultados de las evduaciones cuantitativas de es tos 
cromatograrnas han eido cornenfsdos en la Discusidn y figuran en la Ta- 
bla l l .  
T A B L A S  Y I G U R A S  
TABLA 1 - Mic&&asque 
turales de produ< - 
- 
las producen. 
s agrfcoks y aspecies de hongos q~i' 1 
T o x i n a  a P r o d u c i d a  p o r  
Patulina 
Citrinina 
Acido penicfico 
Cear alenona 
Tricotecenos 
Alcaloides del cornezuelo 
de centeno 
Aspergillus flavus, 'A. parasiticus 
A. ochraceue, Penicillium viridica- $* 
turn. 
-
P, expansum, P. urticae, P. patulum, 
P. viridicatum, P. citrinum 
P. viridicatum 
Fusarium sp (ej. : F. roeeum) 
Fusarium sp. (F. tricinctum), 
-
porium sp. , Trichoderma sp. , 
try8 aha, etc. 
Claviceps purpurea 
T A B U  2 - ~ariekade ugentinas de , m a d  analisadas para determinar 
reeietencia varietal a la producci6n de aflatoxinas 
D e s i g n a c i 6 n  
B b c o  Santa Fe (1 
Blanco Rfo Segundo (1 ) 
O r i g e n  
Seleccibn sobre poblaci6a local 
11 11 I I I I 
Color ado Manfr edi (1 ) 
Colorado Corr entino ( 1 ) 
Colorado Irr adiado (1 ) 
Mf. 66 XM 36 
Mf. 67 X M  19 
Manfredi 68 (1) 
Manfredi 167 
Manfredi 214 
Manfredi 263 
Manfredi 270 
Manfredi 280 
Manfr edi 2 8 1 
Obtenido mediante mutacionee por rayos X 
11 I t  I I I1 I1 
Originada por hibridaci6n entre Negro 4 x 
Fla 249-40-B 3 
Originada por hibridaci6n entre Colorado 
Manfredi x (Manfredi Champ'aquf x Mf. 6 en F, ) 
Otiginada por hibr idaci6n entr e Blanco 
Rio Segundo x Colorado MantCredi 
Originada por hibribci6n entre Blanco 
Rlb Segundo x Crucefio 
Originada pox hibridacibn entre Mf. 140 x 
Color ado W r  edi 
Qbtenida por hibridacibn entre Colorado 
Manfredi x (Blanco Rfo Segundo x viol6ceo Per " 
Orighada por hibridaci6n entre Manfredi 
Cha~paquf x (Mac span x Colorado Manfredi). 
Vari edadee ins criptas, actudlmente en cultivo por 10s agricultores. 
(Lae restantee corresponden a meas ,  poeibles nuevas variedades). 
TABLA 2 - 
3 Originada p r  hibridacidn 
Guaycurd Roeado 
entre Manfredi 
Manfredi 284 Idem, fdeq 
Manfredi 285 Idem, fdem 
Manfredi 218 Originadaxpor hibridaci6n entre Blanco Rfo Senom- 
do x Colorado Manfredi. 
Manf r edi 2 1 5 Idem, Idem 
q.$ t: 
I- edi 240 Originada por hibridaci6n entre Col~rado Manfr e- 
di x (ManPredi Champaquf x Manfredi 6) *. 
Manfredi 183 Idem, fdem 
Manfredi 248 Idem, fdem 
Var. 55-437 Blanco Santa Fe reeietente a sequfa 
Manfredi 2 36 Originada por hibrf dacidn entrs Colorado Manfr e- 
di x (Mf. Chunpaquf x Manfredi 6). 
Manfredi 235 Idem, fdem 
Manfredi 257 Idem, fdem 
Manfredi 239 Idem, fdem 
Manfredi 190 Idem, fdem 
M d r e d i  251 Idem, fdem 
Manfredi 226 Originada por hibridacidn entre Colorado Manfredi 
x (Colorado hdf. x (Blanco W. x A. monti'cola) 
Manfredi 225 Idem, fdem 
4 Manfredi 6 ee el  product0 de crusamisnto entre Macspan x Colorado 
Manfredi. 
x ( Macspan x Colorado Manfredi). 
variedad Colorado Manf redi. 
x Veteado del Perb. 
= . .--- 
resistenciA verietal a la producci6n de aflatoxinas ,? - 
Colorado (1) 
Blanco Grande (1)  
Negro Grande (1) 
Negrito (1)  
HIbrido (1)  
Israel 
Say-yu-f 
Florigiant 
11) Tainan NO 4 
(1 ) Se cul tivan tradi ~ioaalme~lte en Paraguay 
Colorado 2 (MOREL) 
Colorado Gr ande 
Tainung , NO 2 
Tainan No 9 
Tainung No 3 
713 
711 
Florispm 
Bayoco 
TABLA 4 - Cantidad de aflato%ha B1 producida por "Aspergillus parasi- 
ticus" NRRL 2999 sobre diferentee variedades de m a d  
Variedad 
Blanco Santa Fe 
Blanco Rfo Segundo 
Manfredi 68 
Colorado Manf r edi 
Aflatoxina B1 
p / ~ ,  
121.000 
Manf r edi 2 36 
Manfredi 218 
Manfredi 225 
- - -  
> TABLA _5 - Presenc ia  de  llAspergillaipstl e ?wfluencia (Is1 contaniclo acuoeo 
--.. . 
V a r i e d a d  
B l a c o  Sta. Fe 
Blanco Rfo Seg. 
Manfredi 68 
Colorado Mf. 
Colorado irra- 
diado 
Colorado Co- 
rr entino 
Mf 66 XM 36 
Mg67X.M 19 
?!k Manfredi 167 
Manfredi 214 
Manfredi 263 
Manfredi' 270 
Manfredi 235 
Manfredi 236 
Manfredi 280 
Manfredi 283 
Manfredi 183 
Manfredi 190 
Manfredi 215 
Manfredi 
Manfredi 
Manfr edi  
Manf r edi  
Manfredi 
M d r e d i  
Manf r edi  
Manfredi 
W r e d i  
Arg. 
I1 
I t  
11 
I I 
I I  
11 
I 1 
I t  . 
I 1 
11 
I t  
I t  
' I t  
I t  
11 
I I 
I1 
I t  
I1 
11 
11 
1 I 
t t  
I t  
11 
I 1 
I t  
"uestra saca 
(sin inocular f 
Aflatoxinas en 
muee t ra  hdmeda 
(sin inocular) 
Presencia  ih 
hongos de l  g ~ s -  
po A. flavus 
;* -+i .- I 
TABLA 5 - (Continu&icln) 
V a r i e d a d  
Manfredi 281 
Manfredi 282 
Manfredi 284 
Manfredi 285 
Var. 55-437 
Mf. 68 XM 4 
Mf. 68 XM 5 
Mf. 66 XM 60 
Color ado 
Blanco grande 
k Negro grande 
Negrito 
I s r ae l  
Say yu-f 
Florigiant 
704 
8 30 
Tainan No 4 
Colorado 2 
Color ado 
grande 
Tainung 2 
Tainan No 9 
Tainung No 3 
711 
Florispan 
Bayoco 
Proce- 
dencia 
Arg. 
I I  
Par ag. 
11 
Aflatoxinae en 
mueetra seca  
AfZatoxinas en 
muestra hdmeda 
(ssn inocular) 
Presencia de 
hongos del gru- 
po A. flaws) 
m a d  
-
Hongo  No d e  , m u e s t r a s  - 
p o s i t i v a s  * 
. 
, , 
, . - .  
. , i 
flavus 
- .  
* ,  . 4 1 '  Aspergillus niger 4 .  18 
- -9 :-:4= 
..I . . r  
hspergillue ochraceue - -.. t n Li 
Penicillium sp. 
I 
Rhieopus sp. 
8 NO total de muestras: 56 
- 
TABLA 7 - Porcentaje de las cepaa aisladas pertenecientes a1 grupo 
"Aspergillus flavue" que resultaron ser productoras de 
aflat oxinas 
No d e  c e p a s  
a i s l a d a s  
A. flavus toxicoglnicos 16. 
A. flavus no toxicog6nicos 6 
Total 
- 
tG . TABLA 8 - capacidad toxicqg&&ica de la. especierr partenecientee a1 
- > 
- - 
4 : grupo lrAspergilluo @avural' aisladas de  difer entes varieda- 
4' 
des de  manf. 
Aaatoxinae 
V a r i e d a d  Procedencia Especie producidar 
Blanco Santa F e  Arg. A, parasiticus B B G G  
1 2 1 2  
Blanco Rfo Beg. I I  
Manfredi 68 I I  
A. parasiticus B B G G  
1 2 1  Z 1  
B  B  
1 2  
B B G G  
1 2  1 2  
B  B 
1 2  
B B G G  
1 2 1 2  
A. flavus 
Col. irr adiado I I 
Mf. 6 7 X M 1 9  11 
A. parasiticus 
A f l a w s  
Manfredi 214 I I 
Manfredi 225 11 A, flavus Ninguna 
Manfredi 226 A. flavurr 
Manfredi 257 Ninguna 
Manfredi 261 A. flavus 
Mf. 68 X M  4 11 
Mf. 66 X M  60 I I 
' B B G G  
1 2 1 2  
A. parasiticus 
.- 
A. f l a w s  
B B G G  
1 2 1  2 
Manfredi 284 11 
I! 
Manfredi 285 I I 
Ninguna 
Ninguna 
Parag. A. flavus 
s Blanco grande 11 
A. flavus Negro arande 
A, flavus Ninguna 
A. flavus 
Ninguna 
,".' 9 C1 " - 
4!5- 
1Q7 : 
TABLA 9 - Influencia del contenidoacuoro y de la presencia de "Asper- 
gillus fla?rusl' sobre vrJores de contenido en aceite y de aci- 
dec li bre en granos de do8 variedades de m a d .  
Determinacione e 
Humedad % 
Aceite % semilla 
tal cual 
Aceite % eerni1I.a 
seca 
Acidee en aceite 
( me, K O H / ~ )  
Humedad % 
Aceite 70 semilla 
tal cual 
Aceite % semilla 
seca 
Acidez en aceite 
(mg K O H / ~ )  
Semilla 
no*af' 
Semilla con Semilla con hurnedad 
hurnedad in incrementada y conta- 
crementada minds con A. flavus 
-I-- 
Influencia de l a  prescuncia de "Aspergillus flavus" sobre 
la compbsicidn acrdsca (% de 6cidoe totales) de 10s dcidos : 
libree del aceite de variedad "Bliulco Rfo Segundo" 
~ c b i t e  de Acidoe libres Acidos libres 
eemilla de semi% de semilla 
h6meda con 
I 
hbmeda con tal cual 
A. flavus A. flame 
-. - P - 
.- - 
TABLA 11 - Influencia del contenido acuc I y de la presencia de "AspergiUue flavus" sobre la composi- 
cidn acldica ( 70 de icidoe totales ) de 10s icidos libres del aceite de mads variedad Colora- 
do Correntino . 
L 
Aceite de Aceite de Aceite da Acidos libre s Acidos libr es Acidos libree 
semilla s emilla semilla sexnilla tal s emilla hdme - s emilla hdme - 
tal cual hdmeda hdmeda con cual da da con A. flavus 
A. flavus 
12:O - - - Vest. . 0 , 2  
, ~ ~ , . ; r .  
.*., 
I *. "g4q 14:O - - - 0s 1  I L'-.  0s 2  *- ' $ ' ,  - 
- 5 - -  
l r 
x-. 
16:O 11,O 11,8 12, 3  15,6 L.e -:$ 
:v?'-:, : .i 14 ,3  1 5 # 3  
I 
.@*A 
18:O 190 0s 9 1 s  1 1s 7 1s 5  1s 1 It.adh 
18: 1 38, 1 38#6  38,8 37,7 39s 0  44, 
18:2 43,5 43, 5 40 ,9  39,O 38,8 30s9 
20:o 0s 8  os3  0 , 4  0, 3  0, 3  0s 6 
20: 1  1s 3  1s 3 1s 2 0s 8 0s 4  1s 4  
21:O - - - - Vest. - 
21:l - - - 0s 1  0s 2  
22:O 3s 5  3s 3  4 s  3  3 , l  4,O 497 
24:O 
# 
0 , 8  0s 3 L 1s 0  I 186 1 ~ 1  1s 1  4 
-& - 7 -7 _ 
-..d TrnHjS 12 - Extracci6n de aceites c r a g  de manf tal cual e inoculado con 
_'. . . 
* 
.'r. 
"As per g illus havus " 
C * 
Blancd Rro Segundo Cdorado Correntino 
Gr ano Grano de > Grano Gztano de > Granb de > 
tal cual cdo. ac. tal c u d  cao. ac. cdo. ac. 
con A. fia- 
-
con A fla 
-
vus VUS 
-
-
Y 
En extrac. (g) 1aS80 22.78 19,44 22,40 23,25 
Aceite crudo 
obt. (g) 8.55 8,14 7, 94 7,77 7,20 
Agua % en 
semilla 3,02 16,98 5.35 22,87 26,66 
Aceite % 
semilla seca 46,89 43,05 43,18 44.96 42,21 
Acidez libre 
(mg ~ o H / g )  0.57 6.91 0,78 1.19 13,06 
- q1pm5*. . t , . , !~  :-qq >q- 2 - : .A . , 1 -  L :-& ~ C W Z  iu.+, ,L - l"=: I !-:-nu 4 = p 7 n ~  . r 'cJli. - == 
Aflatoxina B : R=H 
mtox ina  dl: R=OH 
Aflatoxina P&igual 
0 en el 
ani  o A perO es reemplaza- 
do por OH 
Matodna GI : R=H 
Mlotoxina GMl: R=OH 
Aflatoxina B : R=H 
Aflatdna 4: R=QF 
Aflatoxina G2 
~6 
Aflatoxina GZa Aflatoxina B 2a 
FIGURA 1 : Estructura de las aflatoxinas 
- 
Cabeza 
ni' varie 
conidid-con eaterigbas 
dad llFlorispana'). 

mi- 
FIGURA 6 - Cabezas conidiales y esporas de Aspergillus 
parasiticus (x 400). Cepa aislada de manf va- 
riedad '.'hclanfredi 21 4". 
FIGURA 7 - Cromatograffa en capa delgada para detec- 
tar aflatoxinas producidas por A. flavus y A. parasiticus 
aobre arroz. 
A: Extracto'de un cdtivo de A. flavus (produce aflatoxi- 
nas B y B ). 1 2 
B: Idem A con patr6n interno. 
C: Soluci6n patr6n de aflatoxinas B B GI y G2. 1' 2' 
D: Extracto de un cultivo de A. parasiticus (produce 
aflatoxinas B , B , GI y G 1, 
1 2  2 
.E: Idem D con patr6n interno. 







El presente trabajo conetituye una iniciacidn en el estudio 
del comportamiento de la8 diferentes variedades de manr que se  cultivan 
en nuestro pare y p&es vecinos,en relaci6n a la  produccidn de aflatoxi- 
nas por Aspergillue flavus. A modQ de introducci6n se preseslta un pano- 
rama del estado actual de 10s conocimientosrelativos al problerna de la8 
micotoxinas, con especial referencia a la8 aflatoxinae. Estos metabolitos 
producidos por ciertas cepas de hongos del grupo Aspergillus flavus, con- 
taminantes comunes de divexsoe productos agrfcolaa, han demostrado po- 
seer toxicidad aguda y crdnica, generalmente localizada en el  hfgado, 
para divereas especiee anirnales. Desde que se descubri6 su elevado po- 
der carcindgeno se  la8 considera tambien un peligro potencial para la sa- 
lud del hombre. Existen ciertaa evigencias epidemiol6gicas que seflalan 
una correlacidn positiva entre la ingesta de aflatoxinas y la incidencia de 
cdnce~, grimario contami- 
:- . -:m'Tk, . 8 .  4 
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naci6n (cierta. regi 
de lor rissgos quo pusds entrafiar para la salud humana la presencia de 
aflatoxinas en loe alimentos no es ni mucho menos completo, per0 10s 
datos disponibles dl presente han movido a 10s funcionarios de salud pd- 
blica y autoridades de control alimentario de muchos pahes a instituir 
programaa de inveetigacidn y cboltro~ Se inaiste en que la mejor forma 
de controlar el problema es la prevencidn para evitar la  proliferacidn 
de 10s hongos y la  concornitante producci6n de sus toxinas. En este ae- 
pecto se  ha comenzado a encarar en b e  dltimos afios la bdsqueda de va- 
riedades de semillas comerciahente ace-bles que presenten resisten- 
cia a la contaminaci6n por aflatoxinas, ya sea por impedir la penetracidn 
y colonizaci6n por parte de 10s hoogos tdcog6nicoe o por no ser un eus- 
a a t o  adecuado para la  elaborachSn de rus metabolites t6icos. 
El objetivo primordial de eate trabajo ha sido determinar 
si entre las variedades de manf que se  cultivan en nueatro pars y pdses 
vecinos existe alguna con esta caracterfstica, es decir, capaz de inhibir 
la produccidn de aflatadnas. Paxa ello, la8 56 variedades que han sido 
objeto de este eatudio fueron inoculadas con eeporas de un hongo recono- 
cido como potente productor de adatoxinas B1, B2, G1 y G2. Una vez 
establecidas las condiciones experimentales dptimas se procedi6 a la 
incubaci6n de las muestras inoc,uladas y posterior detecci6n de las afla- 
toxinas producidas aobre c d a  variedad por 10s mitodos analiZicoe co- 
rrientemente empleados (extrqcci6n con solventes y crorrrsl tografra en 
capa delgada). Como complemento de estoe estudios se ha realizado 
un an6lieis de la flora fdngica de b e  diferentes variedades de manfa 
fin de determinar la prevalencia de cepae productoras de aflatoxinas y 
su capacidad toxicoginica. Por otra parte, se  ha trabajado con 10s acei- 
tee crudos de extraccibn procedentes de semilla c ontaminada con 
pergillus f laws y de semilla no contami ecial refer encia 
a sus ihdices de acidez libre y exhenee  de composicibn acfdica por 
CGL de 10s dcidos graeos libres. Esta parte de la experimentaci6n tu- 
vo por objeto establecer la relac&& d e t a n G  entre la presencia de arm- 
toxinas y el aumento de acidee libre que ae observa en 10s aceites prove- 
nientes de semiUa contarninada s indagar la presunta especificidad de k s  
lipasas fdngicas involucradas. 
La experimentacidn llevada a cab0 permite extraer las 
eiguientes conclusiones: 
1) Elan~sisparadetectaraflatoxinaeredliz~adodirectamentesobre 
muestras de las diferentea variedadee (sin inaculacidn previa) re-  
ve16 que d o ~  de las midmas se encontraban naturalmente contami- 
nadas la niveles de 324 g / ~ ~  en un caro y 810 g / ~ g  en el otro). r r 
Esto demueetra que existe cierto grado de contarninacidn natural en 
el mani' cultivado en nuestro pafa, lo c u d  concuerda con resulta- 
dos de trabajoa anteriores 43,93 . 
Es sabido que el maxi' es uno de 10s cultivos d s  susceptibles a la 
contaminacidn por a,flato%inzm, cuya presencia se ha sdalado en 
esta p b t a  en las regiones productoras de todo el mundo. No obs- 
tante, cabe seflalar que 10s niveles de contarninacidn mencionados 
fueron encontrados en made6 de baja calidad (rotos, descolori- 
dos y atacados por insectos). 
La inoculacidn experimental de las 56 variedades con una cepa toxico- 
gQnica y la subsiguiente deteccidn de aflatoxinas permiti6 comprobar 
aue: 
2) Las eemillas que presentaban los tegumentos W a d o s  eran m8s 
sue ceptibles a una rdpida colonisacidn ftlngica que aquellas que 
conservaban sus cubiert as intactas. 
3) El cmcimlent o de 10s hongos tambi4n depende de la actividad fisiolb- 
gica del sustrato. Si Bste es activo se 1imita.relativarnente el desa- 
rrollo de 10s hongos saprbfitos, como puede ser Aspergillus flavus; 
si es  fisioldgicamente inactivo, como en e l  caso de productos viejos 
o eometidos a tratamiento tbmico, 10s hongos colonizan mde fgcil- 
mente el sustrato y desarrollan rdpidamente, produciendo sus toxi- 
nae. *En e l  caso de semillaa an la etapa de germinaci6n, directamen- 
te se observ6 inhibici6n del crecimiento de 10s hongos contaminantes. 
Esto explicari'a el hecho de que la contaminacidn antes de l a  cosecha, 
ei bien ee ha obeervado, es rara, Son las etapas de secado y alrnace- 
namiento las que ofrecen ma)aores oportunidades para la contamina- 
ci6n fdngica. 
4) Ninguna de las variedades analisadas e s  capaz de inhibir la  produc- 
cidn de aflatoxinas en las condiciones del presente trabajo. Tampoco 
se observaron diferencias significativas en cuanto a l a  cantidad de 
toxina producida por e l  hongo sobre cada una de ellas. Sin embargo, 
no se puede descartar la  posibilidad.de que existan variedades de ma- 
nr resistentee. Los trabajos realizados en esta materia han sido hasta- 
ahora bastante iimitados. Son necesariae nuevas investigaciones en es- 
te aspecto, potencialmente promisorio, para poder determinar la existen- 
cia de semillas resistentes a la produccidn de aflatoxinas, que a la vez 
conserven su valor nutritivo y presenten buenas caracterfsticas agri'co- 
las. En la bdsqueda de posiblee fuentes de resistencia serfa interesante, 
por e jemplo, estudiar el comportamiento de las especies de manf silves - 
t re que se conocen en nuestro pala, a1 menos de aqu411as que dan hibri- 
dos f6rtiles con las variedades cultivadas. 
' 
I:*- 
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El aislamiento e identificacidn de 10s hongos contaminantes 
. I  y la determinacidn de su capacidad toxicogdnica permiti6 establecer que: 
5 )  Es frecuente la presencia de hongos del grupo Aspergillus flavus 
(se encontraron en el 41,0% de las muestras). Las cepas pertene- 
cientes a este grupo se idemtificaron como Aspergillus flavus y - As- 
pergillus parasiticus. 
6 )  Un alto porcentaje (72,7%) de las cepas de este grupo eran produc- 
toras de aflatoxinas, .vale decir que las cepas taxicogdnicas son 
componentes comunes de la micoflora de 10s manfes que s e cultivan 
en nuestro pars y' en el  Paraguay. 
7 )  Las cepas pertenecientes a la especie A. flavus solamente producfan 
aflatoxinas B y B mientras que 10s hongos identificados c o m o a  1 2' 
parasiticus produclan aflatoxinas B1, B2, G1 y G2. 
27,44,58. 
Estos resultados concuerdan con lo expuesto en la bibliograffa 
en cuanto a la relaci6n entre caracterfsticas morfol6gicas v cultura- 
les y el  tip0 de aflatoldnas producidas. 
La presencia de Aspergma &vua no implica necesariamente 
la contarninaci6n con a f l a t d s ,  pero cabe seflabr que estos 
hongos significan un peligro potencial de toxicidad en 10s 
alimentos. Las experiencias realizadas demuestran que estos 
microorganismos no elaboran sus toxinas cuando el contenido a- 
' --4 . - " 
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cuoso de 10s granos e. bajo (inferior a 9%). como fua di c a k  d= 
las muestras de mani' analisadas sin inocular. A1 elevar experimen 
talmente el contenido de humedad de esas muestras que en el an%- 
lisis direct0 habfan resultado negativas, se observ6 la prolifera- 
ci6n de 10s hongos y la producci6n de sus toxinas. 
9 )  Se comprueba una vee d s  que.con un cuidadoso control de las 
condiciones de alrnacenamiento de 10s granos, en especial de su 
contenido de humedad, puede disminuirse el riesgo de contamina- 
ci6n con hongoe capaces de producir aflatoxinas. 
Duranee la experimentaci6n se pudo confirmar que cuan- 
do la eemilla de manf se acondicionaba de mod0 que su contenido acuoso 
phmitiese, a una dada temperatura, un desarrolla 6ptimo de Aspergi- 
llus flavus, se produci'a un aumento significativo del valor de acidez li- 
bre de 10s aceites seminales. 
Se pudo establecer: 
1) Ni el increment0 de contenido acuoso ni la inoculaci6n con A. fla- 
vus intr oduci'an cambios significativos en 10s contenidos de aceite 
-
seminal. 
2 )  El increment0 de contenido acuoso de la semilla y posterior incuba- 
cidn en ausencia de A. f l a w  no producfa increment0 significativo 
de 10s valores de acidez libre de 10s aceites seminales, vale decir 
que tales condiciones no aumentaban significativamente la actividad 
lipolfiica propia del grano. 
3) El increment0 de contenido acuoso y la incubacidn en presencia de 
A. flavus provocaba un aumento considerable del valor de acidez li- 
bre del aceite seminal. 
4) Del examen de compoeicio~es ac*ficas (CGL) de 10s aceites crudos, 
de 10s aceites crudos procedentes de grano incrementado en conte- 
nido acuoso e incubado y de este dltimo inoculado con A. flavus, 
se pudo deducir que la accidn lipolnica introducida por el hongo 
reune cierta especificidad en el sentido de liberar a mayor veloci- 
dad 10s Bcidos esterificados en las posiciones 1 y 3 de 10s glic6ri- 
doe. 
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